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2. Zusammenfassung 
 
Biopharmazeutika repräsentieren eine wachsende Gruppe von Arzneistoffen. Ihre Strukturen sind im 
Vergleich zu klassischen Pharmazeutika komplexer. Um die Verfügbarkeit von Biopharmazeutika für die  
Masse der Bevölkerung zu gewährleisten, sind kostengünstige, flexibel skalierbare Herstellungsverfahren 
unabdingbar. Die Produktion von Biopharmazeutika in Zellkultur leistet einen großen Beitrag hierzu, schafft 
jedoch auch neue Voraussetzungen für darauf die folgenden Aufreinigungsverfahren. Die Biochromatographie 
ist fester Bestandteil vieler Aufreinigungsverfahren. Während für die mAb Aufreinigung Chromatographie-
Plattformen etabliert sind, stellt die Aufreinigung von Viruspartikeln aus Zellkultur eine neue 
Herausforderung dar. Das Spektrum der Kontaminanten in Zellkultur unterscheidet sich von dem in Eiern 
produziertem Virusmaterial. Die flüssige Phase in der Biochromatographie birgt dabei ein häufig 
vernachlässigtes Potential für die Optimierung von Plattformprozessen zur mAb- oder 
Viruspartikelaufreinigung. Hydrophobe Wechselwirkungen können durch verschiedene Salze und Dualsalze 
moduliert werden. Sie spielen in der hydrophoben Interaktionschromatographie, der ‚Mixed Mode‘ 
Chromatographie mit hydrophoben Kationenaustauschern und der Affinitätschromatographie eine Rolle. Die 
Kapazität für mAbs kann durch Optimierung des Adsorptionspuffers für alle genannten Modi um mindestens 
30 % gesteigert werden. Ökonomisch am bedeutsamsten dürfte die Erhöhung der Bindekapazität eines 
hexameren Protein A Liganden um 100 % für einen mAb sein. Neben der Kapazität beeinflussen Elektrolyte 
die Selektivität in der Biochromatographie. Ein Gemisch aus Natriumchlorid und Natriumcitrat ermöglicht 
die Auflösung eines speziellen mAb-Monomers von seinen Aggregaten und weniger hydroben Isoformen auf 
einer Butyl-Säule, was in einem Standard Ammoniumsulfat-Gradienten nicht realisiert werden kann. 
Insbesondere die Verwendung von Dualsalzen steigert den erforderlichen Prozessentwicklungsaufwand. 
Miniaturisierte Parallelchromatographie erlaubt das deutlich schnellere Sichten eines großen Versuchsraumes 
bei vergleichsweise geringem Probenverbrauch. Dies ermöglicht eine umfassende und frühzeitige 
Methodenentwicklung. Ein weiterer Engpass in der Methodenentwicklung ist die begleitende Analytik, 
insbesondere in Hinblick auf Vakzine. Die Freigabe von Vakzinen basiert häufig auf Aktivitätstests. Der 
Hemagglutinations-Test ist weit verbreitet zur Analyse von Influenzavakzinen. Er beruht auf der 
Agglutination von roten Blutzellen und Viruspartikeln. Die Massekonzentration des Virus wird aus dem  dazu 
erforderlichen, geschätzten Verhältnis von Erythrozyten zu Viruspartikeln berechnet. Der Test ist mit großen 
Standardabweichungen (bis zu einer log-Stufe) sowie hohem Arbeits- und Zeitaufwand  verbunden. Im 
Rahmen dieser Dissertation wird das Potential untersucht, analytische Größenausschlusschromatographie als 
zusätzliche oder substituierende Analytik für Viruspartikel einzusetzen. Die Methode wird mit dem 
pandemischen Influenza A H1N1v 5258 Impfstamm, sowie den beiden Laborstämmen H1N1 Puerto 
Rico/8/34 und H3N2 Aichi/2/68 evaluiert. H1N1v 5258 wird im industriellen Maßstab in Zellkultur 
vermehrt. Die Proben der Laborstämme sind aufgereinigt und stammen aus embryonierten Hühnereiern. 
Reproduzierbare und hinreichend vollständige Wiederfindungsraten werden für 100 mM Natriumphosphat-
Puffer, pH 7.0  mit Zusatz von 200 mM Natriumchlorid erzielt. Die Retention aller Virusproben stimmt 
überein, was die Universalität der Methode bestätigt. Die Hemagglutinations-Analyse aller Fraktionen  der 
analytischen Größenausschlusschromatographie ergibt, dass ungefähr 50 % der Virusaktivität durch 
Virusfragmente verursacht wird. Dies bedeutet, dass die gängige Massekonzentrationsberechnung falsch 
positive Ergebnisse erzielt. Analytische Größenausschlusschromatographie als ergänzende Analytik in 
Forschung, Entwicklung und Qualitätskontrolle erscheint daher empfehlenswert. In der Prozessentwicklung 
ermöglicht die gezeigte Methode zur analytischen Größenausschlusschromatographie die Quantifizierung 
ganzer Viruspartikel in 20 Minuten. Entgegen bisheriger Annahmen sind vergleichsweise hohe Flussraten in 
der Größenausschlusschromatographie von Influenzaviruspartikeln förderlich. Niedrige Flüsse und lange 
Verweilzeiten beeinflussen die Polydispersität der Viruspartikel Proben. Die Stabilität der Viruspartikel wird 
auch durch verschiedene Elektrolyte beeinflusst. Natriumphosphat erweist sich als wirkungsvoll, insbesondere 
während der Anionenaustauschchromatographie mit einem Polyamin-Liganden. Die Kapazität des Polyamin-
Anionenaustauschers ist je nach Pufferbedingungen bis zu 6,4-mal höher als für ein Harz mit immobilisiertem, 
quaternärem Ammonium-Liganden. Natriumphosphat-Puffer wirkt sich positiv auf die Bindekapazitäten 
beider Harze für Viruspartikel aus, was dem Verhalten von Proteinen widerspricht. Möglicherweise beruht 
diese Kapazitätserhöhung auf einem Pseudoaffinitätsmechanismus des Polyamin-Liganden mit dem viralen 
Protonenkanal M2. Um eine Wiederfindung des Viruspartikels vom Polyamin-Adsorber zu erzielen, ist die 
Verwendung von Natriumphosphat-Puffer gegenüber Tris/HCl-Puffer und Natriumchlorid zur Elution 
vorteilhaft. Andere polyvalente Anionen wie Citrat wirken sich ebenfalls positiv auf die Wiederfindung der 
Viruspartikel aus. Polyvalente Anionen beeinflussen die erzielte DNA-Abreicherung jedoch nachteilig. Die 
durch polyvalente Ionen verursachten Effekte hinsichtlich der Anionenaustauschchromatographie von 
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Influenzaviruspartikeln beruhen wahrscheinlich auf der höheren Avidität, der vergleichsweise höheren 
eingetragenen Ionenstärke und der Quervernetzung der Polyamin-Liganden. 
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3. Abstract 
 
Biopharmaceuticals represent a growing class of drug substances. Their structures are more complex in 
comparison to classical pharmaceuticals. Cost-effective and flexibly scalable production processes are 
indispensable to ensure availability for a majority of the population. Production of biopharmaceuticals in cell 
culture contributes immensely to this. However, it also creates new conditions for the subsequent purification 
processes. Biochromatography is an inherent component of many downstream processes. While 
chromatography platforms for mAb purification are well established, purification of virus particles from cell 
culture represents a new challenge. The cell culture derived contaminant spectrum differs from egg produced 
virus material. The liquid phase in biochromatography holds a frequently neglected potential in optimization 
of platform processes for mAb and virus particle purification. Hydrophobic interactions can be modulated by 
different salts and dual salt mixtures. They play a role in hydrophobic interaction chromatography, mixed 
mode chromatography with hydrophobic cation exchangers, and affinity chromatography. Capacity of all 
mentioned modes for mAb can be increased by at least 30 %, optimizing the adsorption buffer. The increase of 
binding capacity of a hexameric protein A ligand for a mAb by 100 % might be the economically most 
significant achievement. Besides capacity, different electrolytes affect selectivity of biochromatography. A 
mixture of sodium chloride and sodium citrate allows for resolution of a particular mAb monomer from its 
aggregates and less hydrophobic isoforms on a butyl column, which cannot be realized in a standard 
ammonium sulfate gradient. Especially, the use of dual salts increases the efforts required in process 
development. Miniaturized parallel chromatography enables significantly faster screening of a large design 
space at comparatively low sample consumption. This facilitates a comprehensive and early method 
development. Another bottleneck in method development is the accompanying analytics, in particular 
regarding vaccines. Release of vaccines is frequently based on activity assays. The hemagglutination assay is 
widely applied for the analysis of influenza vaccines. It is based on agglutination of red blood cells with virus 
particles. The mass concentration of viruses is calculated using therefore required, estimated ratio of 
erythrocytes to virus particles. The assay is afflicted with high standard deviations (up to one order of 
magnitude), and excessive work and time. In the context of this thesis, the potential of analytical size 
exclusion chromatography as an additional or substituting analysis has been investigated for virus particles. 
The method is evaluated with the pandemic influenza A H1N1v 5258 vaccine strain, as well as with the two 
lab strains H1N1 Puerto Rico/8/34 and H3N2 Aichi/2/68. H1N1 5258 is propagated in cell culture on 
industrial scale. Samples of the two laboratory strains originate from embryonated chicken eggs and are 
purified. Reproducible and sufficiently complete recoveries are achieved in 100 mM sodium phosphate buffer, 
pH 7.0 with addition of 200 mM sodium chloride. Retention of all virus samples coincides, which confirms the 
universality of the method. Hemagglutination analysis of all fractions from size exclusion chromatography 
indicates that roughly 50 % of the virus activity is based on virus fragments. This means that the commonly 
applied mass concentration calculation leads to false positive results. Hence, analytical size exclusion 
chromatography seems advisable as a complementary analysis in research, development, and quality control. 
The presented analytical size exclusion chromatography method provides quantification of whole virus 
particles in process development within 20 minutes. In contrast to previous assumptions, comparatively high 
flow rates in size exclusion chromatography of influenza virus particles are beneficial. Low flow rates and 
extended residence times affect the polydispersity of the virus particle samples. Stability of virus particles is 
further impacted by several electrolytes. Sodium phosphate proofs to be efficient, particularly during anion 
exchange chromatography with a polyamine ligand. Capacity of the polyamine anion exchanger is up to 6.4 
times higher, compared to a resin with an immobilized quaternary ammonium ligand and depending on the 
conditions. Sodium phosphate buffer supports binding capacity of both resins for virus particles, which 
contradicts the behavior of proteins. This might be due to a pseudo affinity mechanism, involving the 
polyamine ligand and the viral proton channel M2. Sodium phosphate buffer is beneficial for achieving virus 
recovery from the polyamine adsorber, compared to Tris/HCl buffer and sodium chloride for elution. Other 
polyvalent anions, such as citrate, improve virus particle recovery, as well. However, polyvalent anions 
adversely influence DNA removal. Effects of polyvalent ions regarding anion exchange chromatography of 
influenza virus particles are probably due to a higher avidity, a comparatively greater contribution to ionic 
strength, and cross-linking of the polyamine ligand.  
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5. Einführung 
 
Biopharmazeutika sind biologische, medizinische Wirkstoffe, die vielfältigen Einsatz in der Therapie 
schwerwiegender Krankheiten finden. Sie werden mit Hilfe von (gentechnisch veränderten) Zellen oder 
Organismen hergestellt. Schätzungen zur Folge wird der weltweite Umsatz mit verschreibungspflichtigen 
Pharmazeutika bei einer angenommenen durchschnittlichen jährlichen Wachstumsrate von 4.8% im Jahr 2020 
etwa 1 Billion US-$ betragen [1]. Etwa 46 % des Verkaufsvolumens der 100 umsatzstärksten 
pharmazeutischen Produkte dürfte dann durch nur 42 biopharmazeutische Produkte erzielt werden [1]. 
Biopharmazeutika bilden eine diverse Gruppe: Peptide, (Glyco-) Proteine und Ribonucleinsäuren. Die 
Produktion der Biopharmaka erfolgt über die zelleigenen Synthesewege. Die biotechnologische Herstellung 
ermöglicht die Ausbildung komplexer Strukturen wie Viruspartikel. Wichtige biopharmazeutische Produkte 
sind zum Beispiel Insulin, virale Impfstoffe und monoklonale Antikörper (engl. monoclonal antibodies, mAb). 
2015 betrugen allein die Einnahmen mit Humira®, einem mAb-Präparat, 14 Mrd. US-$ [2]. Dagegen lag der 
weltweite Umsatz des gesamten Influenzavakzin-Marktes in diesem Zeitraum nach Schätzungen des 
Pharmaherstellers CSL bei vergleichsweise bescheidenen 4 Mrd. US-$ [3]. Es ist jedoch eine steigende 
wirtschaftliche Bedeutung von Vakzinen gegenüber anderen (Bio-)Pharmazeutika zu erwarten. Die 
Weltgesundheitsorganisation (WHO) prognostiziert jährliche Wachstumsraten von 10 – 15 % für den 
gesamten Vakzin-Sektor bis 2018 [4]. Ecker et al. erwarten im gleichen Zeitraum eine durchschnittliche 
jährliche Wachstumsrate von 8 % für mAbs [5]. Infolgedessen scheinen Biopharmazeutika, insbesondere 
Vakzine, ein interessanter Wachstumsmarkt mit guten Chancen zu sein.  
 
5.1. Monoklonale Antikörper  
 
Verschiedene Immunglobulin (Ig) Typen und Subtypen sind als Arzneistoffe zugelassen. Neben dem 
hauptsächlich verwendeten IgG1 und IgG2 werden IgM, IgA und IgE  in Therapie und Diagnostik 
eingesetzt. Dabei wird der Begriff mAb oft einem monoklonalen IgG gleichgesetzt. IgG besteht aus je zwei 
über Disulfidbrücken verknüpfte, 25 kDa leichte und 50 kDa schwere Ketten. Die schweren Ketten sind in der 
Gelenkregion ebenfalls über Disulfidbrücken miteinander verknüpft und glycosyliert. Der Fc-Teil wird durch 
die zusammengelagerten, schweren Ketten gebildet. Die variablen Domänen jeder Kette enthalten in einem 
regulären IgG Molekül je drei komplementaritätsbestimmende Regionen (engl. complimentary determining 
region, CDR). Der schematische Aufbau eines IgG ist in Abbildung 1dargestellt.  
 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung eines IgG1. Leichte und schwere Kette, sowie die beiden schweren Ketten sind über 
Disulfidbrücken miteinander verbunden.  
 
Seit der Entwicklung der Hybridoma-Technologie [6] durch Köhler und Mihlstein ermöglicht eine Reihe 
weiterer Entwicklungen die Produktion von mAbs im industriellen Maßstab bei bestmöglicher 
Patientensicherheit. MAbs stammen im Gegensatz zu polyklonalen Antikörpern von einem gemeinsamen 
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Zellklon ab. Ein Antikörper produzierender B-Zell Lymphozyt wird mit einer Myelomzelle fusioniert. Die 
entstehende, immortalisierte Zelllinie exprimiert Antikörper. Ursprünglich wurden murine mAbs entwickelt, 
die bei längerfristiger Anwendung im Menschen Immunreaktionen hervorrufen können. Aus diesem Grund 
wurde zunächst der Anteil des Mausproteins reduziert und in chimären mAbs mit einem humanen Fc-Teil 
kombiniert. Solche chimären mAbs können weiterhin Immunreaktionen hervorrufen, was als Antrieb zur 
Entwicklung von humanisierten und humanen mAbs diente. Humanisierte mAbs beinhalten nur noch einige 
Aminosäuren murinen Ursprungs in der variablen Domäne des mAbs. Die beste therapeutische 
Verträglichkeit besteht jedoch für vollständig humane mAbs. Eine schematische Grafik von murinem, 
chimärem, humanisiertem und humanem IgG ist in Abbildung 2 dargestellt. Die Herkunft des mAbs kann 
über die Nomenklatur ausgedrückt werden. Der seit 1986 zugelassene Muromonab-CD3, der unter dem 
Handelsnamen Orthoclone OKT3® vertrieben wird, ist ein muriner mAb. Adalimumab, das TNF-α 
neutralisierende Humira®, ist ein humaner mAb, der 2002 zugelassen wurde. Bis zu 63 % der behandelten 
Patienten entwickeln eine Immunreaktion gegen Orthoclone, wohingegen nur 12 % der mit Adalimumab 
medikamentierten Patienten eine Immunantwort entwickeln [7][8].  
 
 
Abbildung 2: Murines, chimäres, humanisiertes und humanes IgG. Der murine Proteinanteil ist grau eingefärbt, der Humane blau. MAbs 
aus diesen vier Kategorien beinhalten die dargestellten Endungen in ihrem Namen. Der Handelsname kann von diesem Muster 
abweichen. 
 
Monoklonales Immunglobulin G wird im industriellen Maßstab oft in Zellen aus Ovarien des Chinesischen 
Hamsters Cricetulus griseus (engl. Chinese hamster ovary cells, CHO-Zellen) exprimiert. CHO-Zellen erlauben 
eine über Monate hinweg stabile und hohe Expression von mAbs [9]. Zelllinienentwicklung und 
Fermentation werden unter dem Begriff des „Upstream Processings“ zusammengefasst. Zum darauffolgenden 
„Downstream Processing“ gehören die primäre Ernte des sekretierten mAbs, die Aufreinigung und die 
Formulierung des Endpräparates. Durch die Verwendung  moderner Zellkulturtechnologie sind mAb-
Konzentrationen höher als 5 g/L keine Besonderheit mehr [10]. Dadurch lastet ein höherer 
Optimierungsdruck auf den Aufreinigungsschritten. Bis zu 80 % der Herstellungskosten für einen mAb 
entfallen auf das Downstream Processing [11][12]. Bei der primären Ernte werden Zellfragmente durch 
Zentrifugation und Tiefenfiltration abgetrennt. Die weitere Aufreinigung basiert häufig auf 3 
Chromatographieschritten, die als Plattformen aufgebaut sind. Protein A Chromatographie steht als elegante 
„Capturing“ Methode zur Entfernung eines Großteils der prozessinduzierten Verunreinigungen zur 
Verfügung. Die erreichten Produktreinheiten nach Protein A sind größer als 98 %, wobei insbesondere 
Wasser, Wirtszellproteine und DNA entfernt werden [10]. Die potentielle Virusabreicherung durch Protein 
A liegt zwischen 1-3.5 log-Stufen [13][14]. Das aufkonzentrierte Produkt wird nach einer sauren Inkubation 
zur Inaktivierung behüllter Viren weiter aufgereinigt. Aggregations- und Fragmentationsprodukte des mAbs 
werden mit Kationenaustauschchromatographie (CEX), hydrophober Interaktionschromatographie (HIC) oder 
Mixed Mode Chromatographie (MXC) abgetrennt. Der darauffolgende Chromatographieschritt zur 
Entfernung von  verbleibender Wirtszell-DNA, Endotoxinen, Wirtszellproteinen und ausgewaschenem 
Protein A basiert oft auf Anionenaustauschchromatographie (AEX). Die verschiedenen Chromatographiemodi 
können sowohl im Binde- und Elutionsmodus, als auch im Durchfluss betrieben werden. Mit Ausnahme der 
AEX, erniedrigen Durchfluss Schritte jedoch die Virusabreicherung des Gesamtprozesses [15]. Vor der 
Formulierung erfolgt ein Nanofiltrationsschritt um die Virussicherheit zu gewährleisten. Alternative 
Prozessvarianten kombinieren CEX und HIC, wie zum Beispiel in Abbildung 3 dargestellt.  
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Abbildung 3: Flussschema eines mAb Produktionsprozesses. Nach der Fermentation im Bioreaktor wird der mAb geerntet. Nach 
Klärfiltration und Zentrifugation wird ein Großteil der Verunreinigungen durch Protein A Chormatographie abgetrennt. Bei einem 
Standardplattform-Prozess folgen zwei weitere Chromatographieschritte zur weiteren Reinigung. Insbesondere die Abreicherung von 
produktabgeleiteten Kontaminanten, die einen Fc-Teil enthalten, obliegt diesen Schritten. Grafik wurde erstellt mit SuperPro Designer®, 
Itelligen Inc. [16]. ©2014 BioProcess International, genehmigter Nachdruck.  
 
Die Entfernung von mAb-Aggregaten kann sich als problematisch erweisen. Aggregationsprodukte sind 
ebenso vielfältig wie die Bedingungen, die zur mAb-Aggregation führen. Aggregation kann kovalent oder 
nicht-kovalent, reversibel oder irreversibel sein [17]. Verschiedene Faktoren begünstigen die Aggregation. 
Zu diesen gehören unter anderem Edelstahloberflächen [18], Flüssigkeits-Luft Interphasen [19], Scherkräfte 
und saure Inkubation [20], Sorption an und Desorption von Protein A [21], sowie Frier- und Tauprozesse 
[22]. Dabei bilden sich Dimere und Multimere mit höherem Molekulargewicht. Aggregate müssen während 
des Aufreinigungsprozesses entfernt werden, da sie potentiell immunogen sind und die Aktivität des 
Biopharmazeutikums verändern können [20]. Die geforderte Obergrenze für den Aggregatgehalt liegt bei < 
1 % und die Einhaltung dieses Grenzwertes bestimmt in vielen Fällen über die Implementation eines dritten 
Chromatographieschrittes [23]. Die Abreicherung von Aggregaten kann verhältnismäßig einfach durch 
Größenausschlusschromatographie (SEC) bewerkstelligt werden. Dieses Verfahren ist jedoch aufgrund der 
niedrigen Beladungen wenig produktiv [23][24]. Effizientere Alternativen bieten CEX, HIC und MXC. Eine 
ladungsdiskriminierende Trennung von mAb-Monomer und Aggregaten, wie sie in der CEX erfolgt, kann 
sich anspruchsvoll gestalten. Die isoelektrischen Punkte von Monomer und Aggregaten sind mitunter sehr 
ähnlich. In solchen Fällen kann die Aggregatentfernung durch HIC vorgenommen werden. Aggregate 
erfahren eine höhere Retention an HIC Phasen, als das jeweilige mAb-Monomer. Dynamische 
Bindekapazitäten von stationären Phasen zur HIC sind niedriger, als die Kapazitäten von 
oberflächenmodifizierten Kationenaustauschern. Pfropfpolymerisation und andere Oberflächenmodifikationen 
erhöhen die Hydrophilie der stationären Phase zum Ionenaustausch und erleichtern den Massentransfer 
[25][26]. Eine Erhöhung der Hydrophilie widerspricht dem Sorptionsprozess der HIC und wirkt sich 
negativ auf die Kapazität solcher Medien aus. Um Hydrophobizität weiterhin als Selektivitätskriterium nutzen 
zu können und gleichzeitig hohe Bindekapazitäten zu erzielen, werden seit einigen Jahren vermehrt 
hydrophobe Kationenaustauscher zur Aggregatentfernung eingesetzt [27].  
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5.2. Influenza 
 
Influenza A, B und C Viren gehören zur Familie der Orthomyxoviridae. Seit kurzem wird die Existenz eines 
Influenza D Taxons [28] vermutet. Influenza A und ein Influenza B Virusstamm sind humanpathogen [29].  
Es handelt sich um behüllte Einzelstrang-RNA Viren, die ca. 100 nm groß sind. Ihre Replikation benötigt 
keine reverse Transkription, wie zum Beispiel beim HI-Virus. Die RNA von Influenza liegt unterteilt in acht 
Segmenten vor, was die Rekombination bei Mehrfachinfektionen erleichtert [30]. Abbildung 4 zeigt eine 
schematische Darstellung eines Influenza A Viruspartikels. Die Oberflächenproteine Hämagglutinin und 
Neuraminidase sind in der Membran verankert. Das Transmembranprotein M2 dient zur Regulation des pH-
Wertes. Das Matrixprotein M1 kleidet die Membran von innen aus. Die drei Polymeraseproteine PA, PB1 
und PB2 sitzen endständig auf dem Ribonucleoprotein.  
 
Abbildung 4: Influenza A Viruspartikel. Die Oberflächenproteine Hämagglutinin und Neuraminidase sind in der Lipidhülle verankert, 
die von innen mit dem Matrixprotein M1 ausgekleidet ist. Der Ionenkanal M2 ist ein Transmembranprotein. Die Polymerase Proteine 
PA, PB1 und PB2 sitzen endständig auf den acht Einzelstrang RNA Segmenten, die mit Nucleoproteinen besetzt sind.  
 
Influenza A Viren können nicht nur Menschen infizieren, sondern auch andere Säugetierspezies, wie z.B. echte 
Schweine (Suidae), oder aviane Arten [31]. Verschiedene Faktoren begünstigen die Ausbreitung und 
Veränderung von Influenza. Zu diesen gehören die Massentierhaltung, sehr enger Kontakt des Menschen mit 
den betroffenen, domestizierten und wilden Tierarten und mangelnde Hygiene. Dies führt dazu, dass vor 
allem in den Schwellenländern Asiens aber auch Afrikas sich immer wieder neue Virusstämme bilden, deren 
pandemische oder epidemische Verbreitung sich zu einer globalen Bedrohung ausbilden kann 
[32][33][34][35]. 
 
Die Wahl des zur Vermehrung notwendigen, spezifischen Wirtszellorganismus eines Influenza A Virus wird 
hauptsächlich von Hemagglutinin bestimmt [35]. Innerhalb der Nomenklatur für die verschiedenen Influenza 
A Virustypen wird Hemagglutinin als H abgekürzt und mit der jeweiligen Nummer eines der 17 
Hemagglutinin Typen bezeichnet. Pro-Hemagglutinin beinhaltet eine monobasische Spaltungsstelle (ein 
Arginin). Es muss nach der Transkription in der Wirtszelle durch extrazelluläre Serin Proteasen in zwei 
Untereinheiten gespalten werden, die sich dann zu einem Homotrimer anordnen. Darüber hinaus gibt es 
Hemagglutinine, die über eine polybasische Spaltungsstelle verfügen. Die Spaltung des Hemagglutinin Pro-
Proteins mit polybasischen Spaltungsstellen kann durch intrazelluläre, ubiquitäre subtilisinartige Proteasen 
erfolgen. Solche Virusstämme haben eine erhöhte Pathogenität [33][35]. Hemagglutinin bindet Sialinsäure 
auf den Wirtszellen. Humane Sialinsäure ist größtenteils α-2,6 glycosidisch gebunden, wohingegen die 
Sialinsäuren auf der Oberfläche von avianen Epithelzellen des Darms bevorzugt α-2,3 glycosidisch gebunden 
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sind. Dies stellt eine Infektions-Barriere für aviane und humane Influenzaviren dar [34][32][33][35]. Die 
meisten der kürzlich humanadaptierten H5, H7 und H9 Subtypen tragen Mutationen in der Bindungsstelle für 
Sialinsäure [35]. Hauptinfektionsort im Menschen ist der respiratorische Trakt, während bei Vögeln 
hauptsächlich das Darmepithel betroffen ist. Tracheale Epithelzellen in Schweinen tragen α-2,3 und α-2,6 
glycosidisch gebundene Sialinsäure, was den speziesübergreifenden Antigen-Shift vereinfacht [36][32][33].  
Nachdem das Virus an die Oberfläche der Zelle gebunden hat, wird es von der Zelle durch Endozytose 
aufgenommen. Auf dem Weg zum Lysosom wird das Endosom angesäuert, was zu einer 
Konformationsänderung des Hemagglutinins führt. Ein Teil des Hemagglutinin Proteins verankert sich in der 
endosomalen Membran, was die Fusion der Virusmembran mit der endosomalen Membran einleitet. Die 
Virus-RNA wird ins Zytosol entlassen und gelangt in den Nucleus. Dort findet die Polymeristation in +RNA 
statt, auf deren Grundlage die Transkription der Virusproteine basiert [35]. 
 
Die Konformationsänderung des Hemagglutinins ist pH-abhängig und ist neben der Spezifität des 
Hemagglutinins entscheidend für die Pathogenität des Viruses. Der dafür notwendige pH liegt zwischen 5.0 
und 6.0. Erfolgt die Konformationsänderung schon durch eine verhältnismäßig geringe Erhöhung der H+ 
Konzentration, so ist das Virus weniger stabil in Gewässern, die als einer der Infektionsorte, hauptsächlich für 
aviane Stämme gelten [32]. Ein zu wenig pH-empfindliches Hemagglutinin kann die Fusion von 
Virusmembran und endosomaler Membran nicht vermitteln, sodass es zum lysosomalen Abbau des 
Viruspartikels kommt. Abbildung 5 zeigt eine vereinfachte Darstellung des Replikationszykluses von 
Influenza A. 
 
 
Abbildung 5: Replikation eines Influenza A Virus. (1) Das Virus dockt über Hemagglutinin an die Zelle an und (2) wird endosomal 
aufgenommen. (3) Auf dem Weg zum Lysosom wird das Vesikel angesäuert, die Membranen fusionieren und (4) die virale RNA gelangt 
über das Zytosol in den Nukleus. (5) Nach der Transkription in mRNA werden (6) Hämagglutinin und Neuraminidase am 
endoplasmatischen Reticulum translatiert. (7) Die viralen Polymerasen und das Nucleoprotein werden zytosolisch translatiert und 
polymerisieren virale RNA. M1 wird zeitlich versetzt im Zytosol translatiert. (8) Ein neues Viruspartikel schnürt sich ab, das sich durch 
Neuraminidase von der Zelle lösen kann. Nachdruck aus Biochimica et Biophysica Acta, 1838(4), Mair et al., Receptor binding and pH 
stability — How influenza A virus hemagglutinin affects host-specific virus infection, Seite 1156. © 2013 mit Genehmigung von 
Elsevier B.V. 
Aufgrund der durch Hemagglutinin vermittelten pH-Sensitivität des Viruspartikels kommt einem weiteren 
Protein, dem M2 Protein, eine zentrale Bedeutung bei der Stabilisierung der Viruspartikel zu. M2 ist ein 
Transmembranprotein und ein Ionenkanal, der den Protonenflux über die Virusmembran reguliert [37]. In 
physiologischer Umgebung lagert M2 Kalium- oder Natriumionen ein. Polyamine wie Spermidin binden mit 
hoher Affinität an M2 und inhibieren den Ionenkanal. In Anwesenheit von physiologischen 
Natriumkonzentrationen, liegt die notwendige Polyaminkonzentration bei 100 – 500 µM, in Abwesenheit von 
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Natriumionen sinkt die benötigte Polyaminkonzentration um den Faktor 102-103 [38]. Eine Blockade des M2 
Kanals kann therapeutisch genutzt werden: Amantadin oder 1-Adamantanamin ist ein mit einer Aminogruppe 
substituiertes Cycloalkan, das als Virostatikum bei Influenza A Infektionen eingesetzt werden kann [32]. 
Mutationen im M2-Gen lassen die Therapie mit Amantadinen unwirksam werden: Influenza A/Puerto 
Rico/8/34 (H1N1) ist Amantadin resistent [39]. Neuraminidasehemmer wie Oseltamivir®, die das Ablösen 
der Viruspartikel von der Zelle, das sogenannte „Budding“ unterdrücken, haben eine breitere Wirksamkeit. Sie 
wirken gegen Influenza A und B und nur wenige Stämme haben dagegen Resistenzen entwickelt [32].  
 
In der vorliegenden Arbeit werden drei verschiedene Influenza A Stämme verwendet: H1N1v 5258, H1N1 
Puerto Rico/8/34 und H3N2 Aichi/2/68. Ersterer wurde in Madin-Darby Rindernieren (engl. Madin-Darby 
Bovine Kidney, MDBK) Zellen vermehrt [40] und mit β-Propriolacton inaktiviert. H1N1 Puerto Rico/8/34 
und H3N2 Aichi/2/68 sind aus einer Produktion in embryonierten Hühnereiern stammende Laborstämme 
und sind durch Formalin inaktiviert. 
 
5.2.1. Virale Impfstoffe 
 
Virale Impfstoffe bilden eine diverse Gruppe innerhalb der Biopharmazeutika. Die Entdeckung einer 
Impfwirkung gegen Pocken im Jahr 1796 durch die Immunisierung mit Kuhpocken wird heute oft Edward 
Jenner zugeschrieben. Tatsächlich war Jenner der Erste, der die Immunisierung durch Impfung 
wissenschaftlich untersucht und beschrieben hat [41]. Die Immunisierung durch Variolation wurde in Afrika 
und Asien allerdings schon lange praktiziert, bevor sie im 18. Jahrhundert in Europa bekannt wurde [42]. 
Impfungen stellen auch heute eine wichtige Möglichkeit zur Eindämmung  viral verursachter Krankheiten dar 
[43]. Eine Influenzainfektion beispielsweise kann am effektivsten durch Impfung verhindert werden [44]. 
Neben der saisonalen Influenza stellen pandemisch auftretende Influenzawellen, wie zuletzt die landläufig als 
Schweinegrippe bezeichnete Infektion mit H1N1, eine Gefahr dar.  
 
Neben der Verwendung ähnlicher, für den Menschen weniger gefährlicherer Viren [42] zur Impfung können 
attenuierte Viruspartikel [45], inaktivierte Viruspartikel [46], virale Partikel ohne Erbgut (sogenannte „virus 
like particles“, VLP) [47] oder einzelne Virusproteine zur Impfung verwendet werden. Letztere können 
entweder als Spaltvakzin [48] oder als eine  Kombination rekombinant produzierter Proteine [49] 
dargereicht werden. Konjugation von Antigenen an ein Trägerprotein kann die Wirksamkeit verbessern [50]. 
DNA-Impfstoffe bilden eine weitere Gruppe, bei der die Impfantigene erst durch die Zellen des 
Impfkandidaten translatiert werden [51]. VLPs, wie zum Beispiel Gardasil® gegen das humane 
Papillomvirus, eignen sich für nicht kultivierbare Viren und bergen in Bezug auf eine Infektion ein geringeres 
Risiko als Lebend- oder Todimpfstoffe [47]. Letztere werden seit Jahrzenten zum Schutz gegen Influenza 
eingesetzt [33]. Der Impfschutz gegen Influenza basiert auf der Bildung von Antikörpern, unter anderem 
gegen die Kopfstruktur von Hemagglutinin, das in neutralisiertem Zustand nicht an Sialinsäure binden kann. 
Der antikörpervermittelte Schutz beschränkt sich in den meisten Fällen auf einen speziellen Virus Subtyp 
[52].  
 
Die von der europäischen Pharmacopoeia spezifizierten Anforderungen an trivalente, auf ganzen 
Viruspartikeln basierende Influenza Impfstoffe umfassen den DNA-Gehalt, den Protein-Gehalt und eine 
Massevorgabe für die enthaltenen Hemagglutinine. Eine Impfdosis muss mindestens 15 µg und maximal 100 
µg Hemagglutinin jedes Stammes enthalten. Der Gesamt-Proteingehalt darf 300 µg nicht überschreiten. Die  
limitierende DNA-Konzentration liegt bei 10 ng pro Dosis [53][54]. 
 
5.2.2. Produktion von Influenzapartikeln 
 
Seit den 1940iger Jahren werden Influenzaviruspartikel in sterilen, befruchteten Hühnereiern vermehrt 
[55][33]. Bei dieser Vorgehensweise liegen 6 Monate zwischen Beginn und Ende einer 
Produktionskampagne [29]. Die Produktion einer Impfdosis kann bis zu zwei Eier erfordern [46]. Im Falle 
einer Pandemie ist jedoch die schnelle und flexible Skalierbarkeit eines Produktionsprozesses wichtig, um 
ausreichende Mengen eines Impfstoffes zur Verfügung stellen zu können. Neben den langen Vorlaufzeiten 
ergeben sich bei einigen Virusstämmen besondere Einschränkungen, die sich aus dem avianen Reservoir für 
Influenza ableiten. Das landläufig auch als Vogelgrippe bezeichnete H5N1, und einige andere ursprünglich 
aviane Influenzastämme, töten Hühnerembryonen, sodass die Ausbeuten aus Ei-basierter Produktion niedrig 
sind [33][56]. Ein weiterer Nachteil der auf Eier basierenden Produktion sind im Ei enthaltene Antigene, die 
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abgereichert werden müssen. Allergische Reaktionen gegen Ovalbumin und andere Proteine des 
Hühnereiweißes in Folge von Impfungen mit in Hühnerei produzierten Viren stellen ein klinisches Problem 
dar [57][43]. Des Weiteren konnte ein Drift der Influenza-Antigene für die Vermehrung in Eiern 
nachgewiesen werden. Verschiedenen Untersuchungen zur Folge bieten Influenza Impfstoffe aus 
Säugetierzellen einen gleichwertig wirksamen oder besseren Schutz gegen eine Infektion [58][59][60][61]. 
Ein vereinfachtes Flussschema eines Ei-basierten Produktionsprozessen ist in Abbildung 6 dargestellt. 
Viruspartikel können durch Dichtegradientenzentrifugation aus Allantoisflüssigkeit aufgereinigt werden 
[62]. Abbildung 7 beinhaltet einen vereinfachten Ablauf eines auf Zellkultur basierten Verfahrens. 
 
 
Abbildung 6: Schematische Darstellung eines konventionellen Produktionsprozesses für ganze Influenzaviruspartikel zur 
Vakzinherstellung. Die Viruspartikel werden in sterilen, embryonierten Hühnereiern vermehrt. Der Dichtegradientenzentrifugation zur 
Aufreinigung folgen Inaktivierung und Filtration. Abbildung wurde erstellt mit SuperPro Designer®, Itelligen Inc. 
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Abbildung 7: Vereinfachtes Flussschema eines Produktionsprozessen für auf ganzen Influenzaviruspartikeln basierte und in Zellkultur 
vermehrte Vakzine. Die Produktion in Säugetierzellen erfordert Anpassungen der Aufreinigungsschritte. Abbildung in Anlehnung an 
[55][63], erstellt mit SuperPro Designer®, Itelligen Inc.  
 
In zellkulturbasierten Verfahren wird Influenza beispielsweise in MDBK [40], Madin-Darby 
Kaninchennieren (engl. Madin-Darby Canine Kidney, MDCK) [57] oder Vero Monkey Zellen [46] vermehrt. 
Das früher zur Zellkultivierung notwendige Serum kann durch definierte Medien ersetzt werden [46], was 
das Risiko einer möglichen Kontamination durch Prionen [57] und andere adjuvant wirkende Substanzen 
[61] reduziert, sowie die Kosten der Fermentation senkt. Die Zellen in Kultur werden nach erfolgreicher 
Vermehrung mit dem Virus angeimpft. Einige Stunden bis Tage nach der Infektion können die Viren im 
Überstand geerntet werden. Die Inaktivierung erfolgt beispielsweise durch Formaldehyd oder β-
Propriolacton [29]. Die inaktivierende Wirkung von β-Propriolacton wird größtenteils durch Reaktion mit 
Aminosäureresten wie Cystein oder Methionin erzielt [64]. Hemagglutinin verliert in Folge der Alkylierung 
durch β-Propriolacton seine Fähigkeit die Fusion von Viruspartikelmembran und endosomaler Membran zu 
vermitteln [65]. Im Gegensatz zur Behandlung mit β-Propriolacton ist die Hemagglutination (HA) durch 
Inkubation mit Formaldehyd weniger stark beeinträchtigt [66]. Beide Agenzien schränken die Vermittlung 
einer Kreuzimmunität im Vergleich zu mit γ-Strahlen behandelten Influenzaviruspartikeln ein [67]. 
 
Die Vermehrung von Influenzaviruspartikeln in Zellkultur impliziert Anpassungen des 
Aufreinigungsverfahrens. Angewandte Methoden zur Aufreinigung sollen skalierbar sein, um die Flexibilität 
des gesamten Produktionsprozesses zu gewährleisten. Die Abreicherung der Wirtszell-DNA stellt bei 
zellkulturbasierten Prozessen hohe Anforderungen an den Aufreinigungsprozess [63] und kann den Einsatz 
von Nucleasen erfordern [44]. Darüber hinaus ist eine generelle Optimierung bezüglich der 
Wirtschaftlichkeit und des Durchsatzes wünschenswert. Traditionellerweise werden Influenzaviruspartikel 
durch Dichtegradienten-Zentrifugation, Ammoniumsulfat-Fällung, Calciumphosphat-Präzipitation oder SEC 
aufgereinigt [68]. Weitere, chromatographiebasierte Verfahren sind AEX [63], und 
Affinitätschromatographie (AFC) [54][69][70][71]. Ein zentrales Problem sind die im Vergleich zu 
typischen Proteinprozessen niedrigen Wiederfindungsraten. 
 
SEC ist eine vergleichsweise schonende Methode für die Viruspartikelreinigung, da die Partikel geringem 
osmotischem Stress und niedrigen Scherkräften ausgesetzt sind [72]. Aufgrund der Größe von 
Influenzaviruspartikeln ist der für die SEC erforderliche Methodenentwicklungsaufwand vergleichsweise 
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gering. Ein Hauptnachteil der SEC ist die geringe Effizienz im Vergleich zu adsorptiven 
Chromatographiemodi. In der Praxis kann sich auch die Skalierbarkeit einer präparativen Säule zur SEC als 
problematisch erweisen. Das Verhältnis von Betthöhe zu Säulendurchmesser ist größer als bei adsorptiven 
Medien. Produktionsgebäude lassen im Regelfall eine Vergrößerung der Säulenstandfläche besser zu, als eine 
Raumerhöhung. Kontinuierliche Verfahren, wie die Simulated Moving Bed (SMB) Chromatographie können 
die Effizienz der SEC steigern und reduzieren das Volumen der einzelnen Säulen. Die Anwendung eines SMB 
Verfahrens kann die Ausbeute für Adenovirus 5 bei gleichbleibender DNA- und Wirtszellproteinreinheit von 
57 % auf 86 % steigern [73]. Die Wiederfindungsrate für Hemagglutinin und Neuraminidase in präparativen 
SEC Versuchen mit Sepharose 2B und in MDCK Zellen produzierten Influenzapartikeln betrug 70 % [43]. In 
einem alternativen SEC Capturing Verfahren konnte 85 % der HA-Aktivität nach Aufreinigung mit Sepharose 
4FF wiedergefunden werden [63]. Ein Nachteil von kontinuierlichen Prozessen ist die Notwendigkeit einer 
komplexen Regelung. Solche Prozesse werden daher häufig als Risiko in Bezug auf die Virussicherheit 
eingestuft [74].  
 
Weniger komplex in Betrieb, Wartung und Validierung bei gleichzeitig gesteigerter Produktivität sind Batch-
Chromatographieverfahren, die auf adsorptiven Medien basieren. Zu kontinuierlichen SEC Reinigungen 
vergleichbare Wiederfindungsraten werden in der AEX mit Sepharose Q XL erreicht [63]. AFC und AEX 
sind chromatographische Verfahren mit höherer Produktivität. In der Literatur finden sich verschiedene 
Liganden und stationäre Phasen zur AFC von Influenzaviruspartikeln [54][69][70][71]. Die Produktivität 
eines Aufreinigungsverfahrens wird nachhaltig von der Kapazität des Aufreinigungsmediums für das Produkt 
bestimmt. Die Kapazität von Zn2+ Metallaffinitätschromatographie-Membranen für Influenza A liegt bei 15.36 
kHAU/cm2 [71]. Sulfatierte Membranen und Q-Typ Membranen erreichen eine Kapazität von 18 kHAU/cm2 
[75] und 5,2 kHAU/cm2 [76].  
 
Die hochspezifischen Wechselwirkungen eines Affinitätsliganden erweisen sich für das Capturing von 
Viruspartikeln als problematisch, da sich diese durch einen stetigen Antigen-Drift und –Shift der Bindung 
durch einen Affinitätsliganden entziehen. Sorption an die stationäre Phase eines Ionenaustauschers basiert auf 
ionischen Wechselwirkungen. Der isoelektrische Punkt der meisten Influenzaviruspartikel liegt bei pH 5. 
Ergebnissen aus Experimenten mit proteinbeschichteten Nanopartikeln von Kalashnikova et al. zur Folge, 
könnte die Adsorption von Viruspartikeln an Ionenaustauscher und AFC-Medien durch die 
Oberflächenproteine dominiert sein [77]. Aus diesem Grund bietet sich AEX zum Capturing von 
Influenzaviruspartikeln an. Moderne AEX Harze haben Proteinbindekapazitäten >100 mg/mL. 
Oberflächentechnologien wie die Pfropfpolymerisation und hohe Ionenaustauschkapazitäten gewährleisten 
vergleichsweise hohe Bindekapazitäten und eine gewisse Salztoleranz. Die zu erwartende Kapazität für 
Viruspartikel ist jedoch mindestens um Faktor 10 geringer [78]. Aufgrund der unzureichenden Porengröße 
steht in den meisten Fällen nur die äußere Oberfläche zur Adsorption von großen Viruspartikeln zur 
Verfügung. Weitere Vorteile von Ionenaustauschchromatographie (IEX) sind die vergleichsweise hohen 
Flussraten und die daraus resultierende kürzere Prozessdauer. 
 
Medien mit beschränktem Porenzugang, sogenannte „restricted access media“ (RAM), binden 
Verunreinigungen wie Wirtszell-Proteine. Für die größeren Influenzapartikel sind die in den Poren 
befindlichen Ladungen sterisch nicht zugänglich. RAM-Medien werden im Durchfluss betrieben. Die 
volumenbezogen größte Verunreinigung, das Wasser, wird durch Chromatographie im Negativmodus nicht 
abgereichert. Konvektive Medien wie Membranen oder Monolithen bilden einen weiteren Ansatz. Die 
Aufreinigung von Baculoviren aus Zellkultur mit Monolithen zur AEX kann im Labormaßstab realisiert 
werden [79]. 
 
Die prozessentwicklungsbegleitende Analytik stellt eine Hürde bei der Optimierung von 
Aufreinigungsprozessen da. Der derzeit einzige, validierte Test zur Quantifizierung von Hemagglutinin in  
humanen Influenza Impfstoffdosen ist die zeitintensive einfache radiale Immunodiffusion (SRID) [80][81]. In 
Wissenschaft, Forschung und zur Freigabe von tierischen Impfstoffen wird Influenza seit mehr als einem 
halben Jahrhundert durch die Agglutination von Erythrozyten quantifiziert [82]. Die HA erfordert 
durchschnittlich einen Viruspartikel pro Erythrozyt [83]. Nachteile des HA-Assays sind ein vergleichsweise 
hoher Arbeitsaufwand und eine Standardabweichung im Bereich von 20 % bis hin zu einer log-Stufe. Eine HA-
Aktivität von 1 HAU/100 µL entspricht näherungsweise einer Massekonzentration von 3.24 ng/mL [63]. 
Antikörperbasierte Nachweise wie der enzymgekoppelte Immunosorptions-Nachweis (ELISA) oder 
Oberflächenplasmonresonanz können aufgrund der Virusvariabilität in den meisten Fällen nur spezifisch für 
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einen Stamm genutzt werden. Elektronenmikroskopie kann neben dem Nachweis von Viruspartikeln auch zur 
strukturellen Analyse von Influenzapartikeln herangezogen werden [83][84], ist jedoch vergleichsweise 
teuer und erfordert einen hohen Aufwand zur Probenvorbereitung [81]. Die Quantifizierung von 
Hemagglutinin durch Umkehrphasenchromatographie ist vielversprechend. Allerdings führt β-Propriolacton, 
das zur Virusinaktivierung eingesetzt wird, zu einer Retentionsverschiebung [85]. Eine alternative 
Hochdruckflüssigchromatographie (HPLC) Methode, deren Quantifizierungsgrenze (LOQ) mit 109-1011 
Partikeln/mL vergleichsweise hoch ist, basiert auf AEX [86]. Die verschiedenen Methoden beruhen auf einer 
Quantifizierung der Aktivität oder des Antigengehaltes, was Vergleiche erschwert. Aktivitätsbasierende 
Nachweise sind zudem anfällig gegenüber Interferenzen. Calciumionen führen beispielsweise in Anwesenheit 
von Amyloidproteinen zu falsch positiven Ergebnissen des HA-Assays [87]. Ein analytischer Nachweis, der 
unabhängig von der Probenmatrix Aufschluss über die Größenverteilung und Aktivität einer Probe gibt, 
könnte die Entwicklung neuer Aufreinigungsstrategien für Influenzaviruspartikel unterstützen.  
 
5.3. Biochromatographie 
 
Die Chromatographie ist ein Trennverfahren, das auf der Verteilung von Stoffen in verschiedenen Phasen 
beruht. Die meisten biochromatographischen Verfahren basieren auf einer flüssigen und einer festen Phase. 
Die biologische Aktivität von Biopharmaka kann durch den Einsatz von wässrigen Lösemitteln in 
Kombination mit hydrophilen stationären Phasen erhalten werden. Stationäre Phasen zur Biochromatographie 
verfügen idealerweise über folgende Eigenschaften: hohe Selektivität  und Bindekapazität, einen hohen 
Massentransfer, wenige unspezifische Wechselwirkungen, Inkompressibilität,  hohe chemische Stabilität (die 
Immobilisierung des Liganden eingeschlossen), nicht-toxische Auswaschungsprodukte, hohe 
Wiederverwendbarkeit, gute Sanitisierbarkeit und einen günstigen Preis [88]. Solche Materialeigenschaften 
finden sich bei Vertretern von natürlichen und synthetischen Polymeren, anorganischen Verbindungen und 
Verbundmaterialien. Zu den am häufigsten verwendeten Basismaterialen in der Biochromatographie gehören 
Sepharosen, Polymethacrylatharze und Silicagele. Das Einbringen von Hydroxy- oder Diolgruppen an der 
Oberfläche der stationären Phasen erhöht die Hydrophilie und minimiert sekundäre Wechselwirkungen.  
 
Stationäre Phasen zur SEC bilden im Idealfall keine Wechselwirkungen mit den Analyten aus. Eine Trennung 
wird über die Porengröße der stationären Phase bestimmt. SEC ist eine der am häufigsten verwendeten 
Methoden zur Analytik von Proteinen [89][20][90] und zur präparativen Aufreinigung von Viruspartikeln 
[63][91][73]. Selektivitätskriterium in der SEC ist der hydrodynamische Radius der zu trennenden 
Moleküle. Große Moleküle haben keinen oder nur eingeschränkten Zugang zu den Poren der stationären 
Phase und eluieren zuerst. Kleinere Moleküle müssen eine größere Wegstrecke in der Säule zurücklegen, da 
sie Zugang zu fast allen Poren der stationären Phase haben. Auf dieser Grundlage eluieren Moleküle in der 
Reihenfolge absteigender Größe von der Säule. Mit Hilfe einer Kalibration kann das Molekulargewicht von 
Molekülen aus derselben Molekülklasse bestimmt werden.  
 
 
Abbildung 8: Schematische Darstellung verschiedener Chromatographiemodi von links nach rechts: SEC, IEX, HIC und Protein A AFC. 
Rot markierte Analyten erfahren eine geringere Retention als blau markierte Analyten. 
Einige weitere Medien, wie Hydroxyapatit oder Silicagele zur Umkehrphasenchromatographie, kommen ohne 
Liganden aus, gehören aber zu den adsorptiven Chromatographiemodi. Im Regelfall wird die Retention eines 
Adsorbaten an der stationären Phase durch die Wahl des Liganden dominiert. Zur Funktionalisierung der 
Basismatrix können hydrophobe, hydrophile, ionische, mixed mode oder Affinitätsliganden immobilisiert 
werden. Ein Schema der in der Biochromatographie häufig eingesetzten Modi ist in Abbildung 8 dargestellt. 
Typische Liganden für die Biochromatographie, ihre zu Grunde liegenden Wechselwirkungen und 
Applikationsbeispiele für Biopharmazeutika sind in Tabelle 1 aufgelistet. In den letzten Jahren wurden 
 
 
Einführung    11 
vermehrt multimodale Liganden und Harze entwickelt und kommerzialisiert. Mehrheitlich handelt es sich um 
Liganden, die hydrophobe mit ionischen Wechselwirkungen kombinieren. Sie versprechen eine erhöhte 
Selektivität und/oder Kapazität gegenüber Liganden, die nur eine primäre Wechselwirkung anbieten.  
 
Tabelle 1: Häufig in der Biochromatographie eingesetzte Liganden und deren primäre Wechselwirkungen mit verschiedenen 
Biopharmazeutika. 
Ligand Wechselwirkung Modus Applikationsbeispiel 
- - SEC Vakzine, mAb-Aggregat Analytik 
Protein A IgG1,IgG2, IgG4 AFC mAb Capturing 
Sulfopropyl elektrostatisch CEX 
Insulin, mAb Capturing/  
Abreicherung von Aggregaten 
Carboxymethyl elektrostatisch CEX Abreicherung von mAb- Aggregaten  
Quaternäres Ammonium elektrostatisch AEX Enzyme, Vakzine 
Diethyl Aminoethyl elektrostatisch AEX Faktor VIII 
Butyl hydrophob HIC 
Abreicherung von mAb-Aggregaten, 
bi-spezifische mAbs 
Phenyl hydrophob HIC Abreicherung von mAb-Aggregaten 
Polypropylenglycol hydrophob HIC 
Abreicherung von mAb-Aggregaten,  
konjugierte mAbs 
Tryptophan elektrostatisch/hydrophob MXC 
Abreicherung von mAb-Aggregaten,  
bi-spezifische mAbs 
 
In der IEX werden geladene Moleküle in einer Niedrigsalzumgebung auf eine gegennamig geladene 
stationäre Phase durch elektrostatische Wechselwirkungen adsorbiert. Die selektive Elution erfolgt in der 
Reihenfolge aufsteigender Nettoladung im ansteigenden Salzgradienten. Alternativ zum 
Leitfähigkeitsgradienten kann ein pH-Gradient angelegt werden. Beim sogenannten „Chromatofocusing“ wird 
die Nettoladung des Adsorbaten durch die pH-Umgebung moduliert [92]. Die verschiedenen Adsorbaten 
eluieren an ihrem jeweiligen isoionischen Punkt. Für einige Applikationen ist die Trennschärfe des 
Chromatofocusings im Vergleich zu einem Leitfähigkeitsgradienten höher. Die überwiegende Mehrheit der 
auf IEX basierenden Prozesse beruht jedoch aufgrund der einfacheren Realisierung auf einem 
Leitfähigkeitsgradienten. Auf der Grundlage des „Steric Mass Action Models“ (dt. sterisches 
Massenwirkungsmodel) von Brooks und Cramer kann nicht jede ionische Gruppe auf der Geloberfläche oder 
dem Analyten an der Wechselwirkung teilnehmen [93]. Infolgedessen führt eine Erhöhung der 
Ionenaustauschkapazität nach Überschreiten eines Sättigungswertes zu keiner signifikanten Steigerung der 
Bindekapazität. Polymermodifikationen zur Hydrophilierung der stationären Phase und Tentakelbildung für 
eine bessere sterische Zugänglichkeit erweisen sich als wirkungsvoller [94]. Beide Faktoren führen zu einer 
erhöhten Salztoleranz der Medien bei der Proteinbindung. Sie lassen eine quantitative Proteinadsorption in 
Gegenwart von 20-50 mM Pufferkonzentrationen zu. Weitere Strategien zur Steigerung der Salztoleranz von 
IEX-Medien beinhalten die Erhöhung der Hydrophobizität des Liganden und die Verwendung polyvalenter 
Liganden. Letzteres führt zu einer Erhöhung der Ladungsdichte, nicht  notwendigerweise aber zu einer 
Erhöhung der Ionenaustauschkapazität.  
 
Vergleichsweise geringe Kapazitäten werden in der HIC erreicht [95]. Die Retention wird durch die 
Hydrophobizität und die adiabatische Kompressibilität (Flexibilität) eines Analyten bestimmt. Letztere wird 
unter anderem über die Größe des Analyten beeinflusst [96]. Phenyl-Liganden können darüber hinaus π-π 
Wechselwirkungen eingehen. Die Selektivität der HIC ist orthogonal zur IEX [97]. Prominente 
Anwendungsfelder sind die Entfernung von hydrophoben Aggregationsprodukten [15][95][98] oder die 
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Trennung von Antikörper Derivaten, die mit Chemotherapeutika konjugiert sind [99][100]. Hohe 
Konzentrationen von kosmotropen Salzen vermitteln die Adsorption durch präferentielle Hydratation 
[101][102] und eine hohe Oberflächenspannung [103] der flüssigen Phase. Der Übergang in die flüssige 
Phase bei Verringerung der Salzkonzentration erfolgt in der Reihenfolge aufsteigender Hydrophobizität. Die 
Hydrophobizität eines Moleküls wird auch über dessen Nettoladung beeinflusst. In Folge wird meist ein pH 
Wert nahe des isoelektrischen Punktes eines Adsorbaten zur HIC gewählt. Bei Annäherung an den 
isoelektrischen Punkt steigt die Anzahl der frei werdenden Wassermoleküle [104]. Die Adsorption von mAb-
Aggregaten an ein hydrophobes Harz kann beispielsweise über den pH moduliert werden [98]. Hydrophobe 
Wechselwirkungen basieren auf einer Erhöhung der Freiheitsgrade des Wassers in der flüssigen Phase, was 
eine Erhöhung der Entropie des Systems bedeutet. Dem zur Folge kommt der Temperatur als weiterer 
Einflussgröße, neben pH und Leitfähigkeit, eine besondere Rolle im Hinblick auf die Retention zu. Darüber 
hinaus erlaubt die Verwendung von verschiedenen Elektrolyten und dualen Salzpuffern die Kapazität eines 
Mediums zur HIC zu modulieren [105]. Weitere Details werden in Kapitel 5.4 erläutert. 
 
Liganden, die elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen anbieten, erscheinen vor dem Hintergrund  
steigender Anforderungen an die ökonomische Effizienz eines biochromatographischen Prozesses sinnvoll. 
Die hohe Kapazität und Wiederfindung, sowie der vergleichsweise schnelle Massentransfer von Liganden zur 
IEX können auf diese Weise mit der hohen Selektivität von hydrophoben Liganden kombiniert werden. Neben 
der Komplexität der Wechselwirkungen nimmt aber auch die Komplexität der Einfluss nehmenden Parameter 
zu. Trennungen können über pH, Leitfähigkeit, Temperatur, das verwendete Salz und Additive moduliert 
werden. Dies eröffnet ein großes Optimierungspotential zur erfolgreichen Realisierung einer Trennung, birgt 
aber auch einen hohen Aufwand in der Methodenentwicklung. Die Übergänge zwischen Einzelmodus-
Chromatographie und Dualmodus-Chromatographie sind fließend. Unerwünschte sekundäre 
Wechselwirkungen lassen sich nur begrenzt und in Abhängigkeit des speziellen Adsorbaten in Kombination 
mit einer bestimmten Basismatrix vermeiden. Die dynamische Bindekapazität für das hydrophobe Peptid 
Insulin erreicht beispielsweise einen maximalen Wert bei einer definierten Quervernetzung eines Sulfopropyl-
Ionenaustauschers [106]. Neben den dominierenden elektrostatischen Wechselwirkungen, dürfte hydrophobe 
Interaktion zur Adsorption beitragen. Je größer die Anzahl der beteiligten Wechselwirkungen, desto 
selektiver wird eine stationäre Phase. Pseudo-Affinitätsmedien und echte Affinitätsmedien wie Protein A 
wechselwirken über komplexe, hochspezifische Interaktionen mit dem Adsorbaten und ermöglichen eine 
vergleichsweise hohe Reinheit des Produktes in einem Chromatographieschritt. Ein Nachteil von 
Affinitätsmedien ist der oft hohe Preis pro produzierter Einheit des Produktes [16]. Die kommerziell 
bedeutendste Klasse der Affinitätsmedien sind Protein A Chromatographiemedien [107]. Diese und andere 
Affinitätsmedien zur Aufreinigung von Antikörpern und daraus abgeleiteten Molekülen erhalten ihre 
Funktionalisierung durch immobilisierte Proteinliganden. Die Proteinliganden sind zum Teil bakteriellen 
Ursprungs und potentiell immunogen. 
 
Neben den hauptsächlich eingesetzten porös partikulären stationären Phasen gibt es Monolithen, Membranen 
und nicht-poröse, partikuläre Medien. Sie erzielen dank ihres schnellen Massentransfers hohe Auflösungen bei 
kurzen Trennzeiten [108] und eignen sich für den Einsatz in der Analytik. Der Massentransport in 
konvektiven Medien ist nahezu diffusionsunabhängig, was auch bei großen Biopharmazeutika wie 
Viruspartikeln die Anwendung von hohen Flussraten zulässt [109]. Monolithen haben eine makroporöse 
Struktur, die im Vergleich zu nichtporösen Medien eine größere Oberfläche darstellt. Die Kapazität von 
partikulär porösen Medien ist aufgrund der noch größeren Oberfläche dieser Medien der Kapazität von 
Monolithen überlegen [24]. Die Skalierbarkeit von Monolithen kann ein weiteres Problem im 
Produktionsmaßstab darstellen. Partikuläre Medien können zu Bettvolumen von 1000 L und größer gepackt 
werden. Kommerziell erhältliche Monolithen haben momentan ein Bettvolumen < 10 L [79]. Die Nachteile 
von Membranadsorbern sind ein höherer Preis und eine geringere Oberfläche pro Volumeneinheit [108]. 
Beides wirkt sich negativ auf die Wirtschaftlichkeit des Prozessschrittes aus.  
 
5.3.1. Leistungsparameter für chromatographische Trennungen: die theoretische Bodenhöhe 
 
Die Trennung von großen Biopharmazeutika wie Viruspartikeln oder IgM in porös-partikulären Medien muss 
bei vergleichsweise niedrigen Flussraten realisiert werden, da der Massentransport innerhalb der Poren auf 
Diffusion beruht. Die Abhängigkeit von volumetrischer Flussrate u und der theoretischen Bodenhöhe Ht kann 
empirisch durch die van Deemter Gleichung (Gleichung 1) beschrieben werden [110]. In einer starken 
Vereinfachung wird eine näherungsweise laminare Flussverteilung angenommen. Die Eddy Diffusion A ist 
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eine für die jeweiligen Prozesskomponenten flussunabhängige Konstante. Die Wanderungsgeschwindigkeit 
verschiedener Moleküle in der Säule hängt unter anderem von der Position ihres Massenmittelpunktes im 
Flussprofil ab. Unter Annahme eines laminaren Flussprofils ist die Wanderungsgeschwindigkeit an 
Oberflächen geringer als im Zentrum des Flussprofils. Der Einfluss der longitudinalen Diffusion B nimmt bei 
steigender Flussrate ab, da die Moleküle weniger Gelegenheit haben, parallel zur Flussrichtung zu 
diffundieren. Der Massentransfer-Widerstand C beschreibt den Widerstand der Moleküle, sich (im Gegensatz 
zu Massepunkten) gleichmäßig zu verteilen und nimmt mit steigender Flussrate zu. Der Massentransfer-
Widerstand umfasst die Verteilung im Zwischenkornvolumen und Porenvolumen. Die SEC stellt einen 
Sonderfall dar. Die nicht-adsorptive Trennung beruht hauptsächlich auf der Diffusion in und aus der Pore, die 
in diesem Fall den Massentransferwiderstand bildet. Zweitrangige Beiträge werden durch hydrodynamische 
Effekte im Zwischenkornvolumen erzeugt. Der Trennvorgang an adsorptiven Medien beinhaltet ebenfalls den 
Massentransfer in die stagnierende Flüssigphase in den Poren [111]. Zusätzlich bildet der Massentransfer an 
den Liganden ein weiteres Selektivitätskriterium. Nicht-poröse Medien bilden einen weiteren Sonderfall ohne 
Massentransferwiderstand durch das Porenvolumen. 
 
 𝐻𝑡 = 𝐴 +
𝐵
𝑢
+ 𝐶 ∙ 𝑢 (Gleichung 1) 
 
Verschiedene Weiterentwicklungen der ursprünglichen van Deemter Gleichung beziehen die Diffusivität des 
Analyten und die Größe der verwendeten Partikel mit ein [112]. Eine Normierung der Bodenhöhe 
(Gleichung 2) und der Flussrate (Gleichung 3) gegenüber dem Diffusionskoeffizienten D des Analyten und der 
Partikelgröße dp der stationären Phase lässt Vergleiche zwischen verschiedenen Säulen und Analyten zu 
[113]. 
 
 
ℎ =
𝐻𝑡
𝑑𝑝
 
 
(Gleichung 2) 
 
 
 𝑣 =
𝑢 ∙ 𝑑𝑝
𝐷
 
(Gleichung 3) 
 
 
Die reduzierte van Deemter Gleichung (Gleichung 4) korreliert die auf die Partikelgröße normierte 
Bodenhöhe h mit der reduzierten Flussrate v. 
 
 ℎ = 𝐴 +
𝐵
𝑣
+ 𝐶 ∙ 𝑣 
(Gleichung 4) 
 
Für vergleichsweise große und sehr große Analyten postulierten Knox, Parcher und Giddings eine Kopplung 
von Massentransfer-Widerstand und Eddy Diffusion (Gleichung 5) [114][115]. Der Kopplungsterm AC 
beschreibt die kombinierten Effekte von Massentransfer und Eddy Diffusion.  
 
 ℎ =
𝐵
𝑣
+ 𝐴𝐶 ∙ 𝑣
𝑛 
(Gleichung 5) 
 
 
Die Bandenverbreiterung aufgrund der Eddy Diffusion nimmt für sehr große Moleküle ab. Die große 
sphärische Ausbreitung führt zu einer zentrumsnahen Lokalisierung des Massenmittelpunktes im Flussprofil. 
Die engere Verteilung der Wandergeschwindigkeiten beruht auf der Zugänglichkeit der verschiedenen 
Flussströme für große Analyten. Insbesondere bei hohen Flussraten erweist sich dieses empirische Konzept 
als bedeutsam [115]. Allen Konzepten zur Korrelation von Bodenhöhe und Flussrate gemein ist die Annahme 
eines Analyten, dessen Diffusivität unabhängig von den angewendeten Parametern konstant ist. Die 
Diffusivität eines Biopharmazeutikums kann durch Aggregation, Degradation oder sphärische Deformation 
verändert werden. Solche Veränderungen sind auch die Grundlage von slalomchromatographischen Effekten. 
Dieser, auf hydrodynamischen Einflüssen basierende Trennprozess selektiert Analyten reziprok zur SEC 
[116].  
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5.3.2. Leistungsparameter für chromatographische Trennungen: Auflösung 
 
Neben der Bodenhöhe, beziehungsweise der dazu inversen Bodenzahl N, bildet die Auflösung ein weiteres 
wichtiges Qualitätskriterium für die chromatographische Trennung von Biopharmazeutika. Die Peakschärfe 
von Biopharmazeutika ist im Regelfall geringer als die von klassischen pharmazeutischen Wirkstoffen wie 
Aspirin. Eine Analytik von Aspirin mittels Umkehrphasenchromatographie kann in 2 Minuten realisiert 
werden [117]. Die kleine Molekülgröße führt zu einer hohen Diffusivität und erlaubt schnelle Trennungen 
bei geringer Bandenverbreiterung. Ein weiterer Punkt ist die Stabilität solcher Moleküle. Sie tolerieren hohe 
Drücke und Reibungswärme, wie sie durch hohe Flussraten und kleine Partikelgrößen induziert werden. 
Letzteres steigert die Trennleistung bei konstanter Säulenlänge. Biopharmazeutika sind vergleichsweise 
polydispers und fragil. Sie weisen eine komplexe Struktur auf. Eine Vielzahl von Isoformen führt zu einer 
Peakverbreiterung. Reibungswärme und daraus entstehende laterale Temperaturgradienten [118] 
beeinflussen die Trennung stärker, da die Diffusivität  großer Biopharmazeutika geringer ist. Als Folge davon 
sind Basislinientrennungen meist nur mit langsameren linearen Flussraten und kleinen Partikeln zu 
realisieren. Der Auflösung Rs (Gleichung 6) kommt in der Chromatographie von Biopharmazeutika eine 
wichtige Rolle als Qualitätskriterium für eine Trennung zu [111]: 
 
  𝑅𝑠 =
2(𝑉𝑅2 − 𝑉𝑅1)
𝑊𝐵1 +𝑊𝐵2
 
(Gleichung 6) 
 
 
Wobei VR das Elutionsvolumen des jeweiligen Analyten ist und WB die Peakbreite bei 50 % der Peakhöhe. Für 
adsorptive Medien gilt dabei weiterhin eine Abhängigkeit von N sowie der Retention (Gleichung 7): 
 
 𝑅𝑠 =
∆𝑘′√𝑁
4(1 + 𝑘′)
 
(Gleichung 7) 
 
 
Neben N ist die Auflösung zweier Analyten abhängig vom Retentionsfaktor k‘ (Gleichung 8): 
 
 𝑘′ =
𝑡𝑅 − 𝑡0
𝑡0
 
(Gleichung 8) 
 
 
SEC Trennungen sind im Idealfall frei von Wechselwirkungen, wodurch die Adsorptionsenthalpie ΔH der 
Gibbs’schen Enthalpie ΔG (Gleichung 9) gleich null ist:  
 
 ∆𝐺 = ∆𝐻 − 𝑇∆𝑆 = 𝑅𝑇 ∙ 𝑙𝑛(𝑘) 
(Gleichung 9) 
 
 
Es verbleiben die Entropie ΔS und die universelle Gaskonstante R=8,31 J mol−1 K−1. Für den 
Verteilungskoeffizienten KD ergibt sich demnach aus der Gibbs’schen Enthalphie (Gleichung 10): 
 
 𝑙𝑛(𝐾𝐷) =
−∆𝑆
𝑅⁄  
(Gleichung 10) 
 
 
Die Temperatur T hat dennoch praktische Relevanz in der SEC. Sie beeinflusst die Viskosität des Eluenten 
und die Diffusionsgeschwindigkeit der Analyten und dadurch indirekt die Trennung [90]. 
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5.4. Elektrolyte in der Biochromatographie 
 
5.4.1. Wechselwirkungen von gelösten Ionen 
 
Die Wechselwirkungen von niedrig konzentrierten Ionen in unendlicher Lösung werden durch die Debye-
Hückel Theorie beschrieben. In realen Lösungen ziehen sich gegennamige Ladungen an und gleichnamig 
geladene Moleküle stoßen sich ab. Verantwortlich dafür sind Coulomb Wechselwirkungen. Die potentielle 
Energie Epot zweier Punktladungen q, ergibt sich aus ihrer gegenseitigen Entfernung r und der Permittivität 
des Vakuums ε0 (Gleichung 11). Durch Austausch von ε0 gegen die Permittivität eines beliebigen Mediums, 
kann Epot auch in anderen Medien berechnet werden [119].  
 
 𝐸𝑝𝑜𝑡 =
𝑞1𝑞2
4𝜋𝜀0𝑟
 (Gleichung 11) 
 
 
Coulomb Wechselwirkungen verschiedener, gelöster Ionen werden durch das Lösemittel als Dielektrikum 
abgeschwächt. Die thermische Bewegung führt anders als im Salzgitter, zu einer Überlappung der 
Ionenwolken. Als Folge ergibt sich eine Diskrepanz zwischen der Aktivität der gelösten Ionen und der 
molaren Konzentration. Die Ionenaktivität α± nach Debye-Hükel kann für Salzkonzentrationen < 0.1 M 
näherungsweise beschrieben werden (Gleichung 12)[119]: 
 
 𝑙𝑜𝑔(𝛼±) = −
𝐴𝐷|𝑧+𝑧−|√𝐼
1 + 𝐵𝐷√𝐼
+ 𝐶𝐷𝐼 
(Gleichung 12) 
 
 
In wässrigen Lösungen bei 25 °C ist AD = 0.509, BD und CD sind empirische Parameter. Die Valenz z eines Ions 
beeinflusst die Ionenstärke I eines Elektrolyten in Lösung. I ist proportional zur Summe aus den Produkten 
der Valenzen z und der Konzentrationen c der gelösten Ionen (Gleichung 13)[120]: 
 
 𝐼 = 1 2⁄ ∑ 𝑧𝑖
2
𝑖
∙ 𝑐𝑖 
(Gleichung 13) 
 
 
Experimentell zugänglich ist nur die Aktivität aller Ionen in Lösung, weshalb die Valenz der Ionen eine Rolle 
spielt. Der Radius, in dem die Nettoladung eines Zentralions und der umgebenden Ionen um das 1/e-fache 
abfällt, heißt Debye-Länge δ. Die Umgebung eines Ions durch eine statistisch gesehen größere Anzahl von 
gegennamigen Ladungen führt zur Ladungsabschirmung innerhalb der Debye-Länge. Dieses Prinzip ist auch 
auf in Elektrolytlösungen solvatisierte Partikel und Proteine anwendbar. Elektrolyte haben wesentlichen 
Einfluss auf die lokale Ionenumgebung eines solvatisierten Partikels. Neben der Debye-Länge bilden die Lage 
der Stern-Schicht und der Scherebene (Abbildung 9) charakteristische Größen. 
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Abbildung 9: Schematische Darstellung eines netto negativ geladenen Zentralions in einer Salzlösung. Das Zentralion ist von einer 
primären Schicht von Gegenionen umgeben (Stern-Schicht). Um diese liegt eine diffuse Schicht von Kationen und Anionen, die mit dem 
Zentralion wandern und die von Bulk-Wasser und gelösten Ionen umgeben ist. 
 
Die Stern-Schicht ist die primäre Schicht aus Gegenionen um das zentrale Ion. Die Scherebene bildet die 
Grenzschicht zwischen allen mit dem Zentralion wandernden Ionen und dem Bulk-Wasser. An ihr wird das ζ-
Potential gemessen, welches experimentell zugänglich ist. Die Partikelbewegung im elektrischen Wechselfeld 
wird mittels dynamischer Lichtstreuung gemessen. 
 
Bei der Solvatisierung eines Proteins wird für die Beschreibung durch die Debye-Hückel Theorie 
vereinfachend angenommen, dass Wechselwirkungen mit kurzer Reichweite und Änderungen des 
Dipolmoments nicht signifikant sind. Für die Abhängigkeit der Debye-Länge δ vom Aktivitätskoeffizienten 
einer Elektrolytlösung ergibt sich (Gleichung 14)[119]: 
 
 𝛿 = −
𝑁𝐴|𝑧+ ∙ 𝑧−|𝑒
2
8𝜋𝜀𝜀0𝑅𝑇 ∙ 𝑙𝑛(𝛼±)
 
(Gleichung 14) 
 
 
NA ist die Avogadro-Konstante, e die Elementarladung. Die Debye-Länge δ nimmt mit zunehmender 
Ionenstärke des Solvents ab. Änderungen in der Debye-Länge führen zu Konsequenzen für die Löslichkeit 
eines Moleküls. 1924 (nur ein Jahr nach Publikation der Debye-Hückel Theorie) erkannte Wagner, dass die 
Gegenwart von Ionen die Luft-Wasser Interphase polarisiert, und so zu einer Oberflächenspannung führt 
[121][122]. Aufgrund der verschiedenen Dielektrizitätskonstanten von Wasser und Luft ergeben sich 
Spiegelladungen, die in Größe und Ladung mit denen der Ionen übereinstimmen und zu repulsiven 
Wechselwirkungen führen [122]. Die Oberflächenspannung einer Lösung hängt dabei von der Konzentration 
und dem gelösten Salz ab. Das molare Oberflächenspannungsinkrement für ein Salz kann zur Berechnung der 
Oberflächenspannung herangezogen werden. Melander und Horvarth postulierten eine logarithmische 
Korrelation zwischen der Löslichkeit L eines Proteins und der Konzentration c eines gelösten Salzes und der 
Oberflächenspannung ɣ (Gleichung 15)[123][124]:  
 
 𝑙𝑜𝑔
𝐿
𝐿0
= 𝛿 + 𝐸𝛾 + 𝐹𝑐 
(Gleichung 15) 
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L0 ist die Löslichkeit eines Proteins in reinem Wasser, E die intrinsische Aussalzungskonstante und F das 
Protein Dipolmoment. Die intrinsische Aussalzungskontante E beschreibt den hydrophoben Beitrag an der 
Proteinlöslichkeit. In der Biochromatographie erweist sich die Debye-Hückel Theorie häufig als unzureichend, 
da oft hochkonzentrierte, komplexe Salzmischungen eingesetzt werden. Staby und Mollerup entwickelten 
knapp zwei Jahrzehnte nach Melander und Horvarth eine abgewandelte Beschreibung, die auf der Änderung 
der Proteinaktivität durch gelöste Elektrolyte basiert [125][96].  
 
5.4.2. Wechselwirkungen zwischen Kolloidpartikeln 
 
Die Wechselwirkungen zwischen zwei Kolloidpartikeln können durch die DLVO Theorie beschrieben werden 
[126]. Die DLVO Theorie ist ein von Derjaguin, Landau, Verwey und Overbeek entwickeltes Konzept, das 
Einflüsse der elektrischen Doppelschicht und van der Waals Wechselwirkungen zusammenfasst [119]. Van 
der Waals Wechselwirkungen umfassen Keesom (Dipol-Dipol), Dipol induzierte, und London 
Wechselwirkungen (zwischen zwei induzierten Dipolen). Die elektrische Doppelschicht und van der Waals 
Wechselwirkungen haben Einfluss auf die Stabilität von Partikeln in Lösung. Die DLVO Theorie ist sowohl 
auf die Homoaggregation als auch die Heteroaggregation anwendbar. Die elektrischen Doppelschichten 
können sich überlappen. Als Folge verlieren abstoßende elektrostatische Wechselwirkungen ihre Wirkung 
und die Partikel aggregieren auf Grundlage von van der Waals Wechselwirkungen. Alternativ kann es 
beispielsweise zur Adsorption an Oberflächen kommen. Die potentielle Energie zweier gelöster 
Kolloidteilchen errechnet sich aus der Summe von abstoßenden und anziehenden Wechselwirkungen 
(Gleichung 16). Die beiden Partikelzentren befinden sich im Abstand r zueinander, während die Oberflächen 
den Abstand s zueinander haben. Der Partikelradius rrad, die Dicke der elektrischen Doppelschicht rD und die 
beiden Konstanten ADLVO und BDLVO gehen in die näherungsweise Berechnung mit ein [119]. 
 
 𝐸𝑝𝑜𝑡 = +
𝐴𝐷𝐿𝑉𝑂(𝑟𝑟𝑎𝑑)
2𝜁2
𝑟
𝑒
−𝑠
𝑟𝐷⁄ −
𝐵𝐷𝐿𝑉𝑂
𝑠
 
(Gleichung 16) 
 
 
Die DLVO Theorie berücksichtigt jedoch keine ionenspezifische Wirkungen, wie zum Beispiel Hofmeister-
Effekte [120]. So ist eine rationale und universelle Erklärung für die Interaktion von verschiedenen Proteinen 
in verschiedenen Elektrolytlösungen nicht bekannt [127]. 
 
Insbesondere in der präparativen Biochromatographie ist die Verwendung von Elektrolyten mit hohem LD50 
wichtig. Vorzugsweise werden Elektrolyte verwendet, die in vergleichsweise hohen Konzentrationen 
Bestandteil des Blutes sind und/oder gut vom Stoffwechsel abgebaut werden können. Die eingesetzten Salze 
dienen zur Stabilisierung der Biopharmazeutika während des Aufreinigungsprozesses und in der 
Formulierung. Darüber hinaus erfordern klassische, adsorptive Biochromatographieschritte eine 
Verschiebung der Gleichgewichtskonstante für die Verteilung des Analyten zwischen stationärer und flüssiger 
Phase. In der HIC vermitteln hohe Salzkonzentrationen die Adsorption des Analyten an die stationäre Phase. 
Niedrige bis moderate Puffersalzkonzentrationen gewährleisten einen definierten pH, der die Adsorption und 
Desorption an und von IEX und Affinitätsmedien regulieren kann. Hohe Salzkonzentrationen führen zur 
Verdrängung von ionischen Adsorbaten von einer gegennamig geladenen Chromatographiematrix. 
 
Häufig eingesetzte Salze sind Phosphat, Acetat, Histidin, Arginin, Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris), 
Malat und Natriumchlorid [128][129]. Salze beeinflussen die Hydratation eines Moleküls [101]. Die 
Struktur eines Biopharmazeutikums wird durch hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen, 
Wasserstoffbrückenbindungen und van der Waals Interaktionen beeinflusst. Kauzman war 1959 der Erste, der 
hydrophoben Wechselwirkungen die größte Bedeutung zuschrieb [130][131]. Die Funktion eines 
Biomoleküls steht in Zusammenhang mit seiner Struktur, sodass verschiedene Elektrolyte einen direkten 
Einfluss auf die Aktivität eines Biopharmazeutikums haben. Neben ihrer Verträglichkeit mit dem Produkt und 
dem Einsatz in der Therapie darf die Wirtschaftlichkeit verschiedener Elektrolyte nicht vernachlässigt 
werden. Die Produktion im großen Maßstab erfordert große Mengen verschiedener Elektrolyte. Dabei spielen 
nicht nur Beschaffung und Entsorgung der entsprechenden Puffer eine Rolle. Standzeiten, 
Materialbeschaffenheit und Arbeitsaufwand, die durch etwaige Pufferwechsel entstehen, müssen in eine 
Gesamtbetrachtung einbezogen werden. Kombinierte Puffersysteme und polyvalente Pufferionen können je 
nach Bedarf des jeweiligen Aufreinigungsschrittes über einen breiten pH Bereich näherungsweise linear 
titriert werden. Polyvalente Ionen erlauben die Ausbildung von van der Waals Wechselwirkungen bei 
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niedrigeren Konzentrationen als monovalente Ionen. Dies geht aus der empirischen Schulze-Hardy Regel 
hervor, die besagt, dass Flokkulation bevorzugt durch Gegenionen mit hoher Ladungsnummer induziert wird 
[119]. Solche Ionen führen zu einer Verringerung der Debye-Länge (Gleichung 14). Für δ<<rrad entsteht ein 
sekundäres Minimum für die potentielle Energie bei mittelweiten Partikelabständen (Gleichung 16). Die 
Dielektrische Doppelschicht verhindert die Flokkulation in diesem Fall nicht. Jedoch werden Van der Waals 
Wechselwirkungen in Bezug auf Protein-Protein und Protein-Oberflächen Wechselwirkungen häufig zu viel 
Bedeutung beigemessen [132]. Ein weiterer Effekt ergibt sich aus der Ausbildung von Salzbrücken und einer 
höheren Avidität. Die Quervernetzung von auf Tentakeln immobilisierten Liganden durch Salzbrücken führt 
zu einer kompakteren Struktur der polymeren Oberflächenbeschichtung [133]. Als Folge ist die 
Zugänglichkeit der Liganden eingeschränkt.  
 
5.4.3. Elektrolyte in der Anionenaustauschchromatographie 
 
Um in der IEX hohe Bindekapazitäten durch schnellen Massentransfer zu erzielen, sollte der zur Adsorption 
verwendete Puffer ein kleines, monovalentes Gegenion zur stationären Phase bilden. Unter der Annahme 
eines stöchiometrischen Austausches von anorganischen Gegenionen durch Biopharmazeutika ist eine rasche 
Diffusion der Salzionen vorteilhaft für die Ausbildung des Gleichgewichtes. Chromatographie ist ein 
dynamischer Prozess und hohe Flussraten sind erstrebenswert im Hinblick auf die Dauer des Prozesses. In 
Folge ergibt sich eine Differenzierung zwischen Pufferionen für die CEX und die AEX. Für die CEX von 
Biopharmazeutika verwendete Puffersalze sind üblicherweise Natriumphosphat, Natriumcitrat und 
Natriumacetat. AEX wird häufig in Tris/HCl- und Bis-Tris-Puffern durchgeführt. Die Verwendung von 
gegennamig geladenen Pufferionen kann pH-Schwankungen beim Wechsel der Flüssigphase induzieren 
[134]. Insbesondere schwache Ionenaustauscher sind von solchen Effekten betroffen [135]. Die Elution 
erfolgt durch den stöchiometrischen Austausch mit anorganischen Ionen. Im Regelfall wird ein 
Natriumchlorid Gradient angewendet, aber auch andere Salze können ohne Änderung der Selektivität 
verwendet werden. Das Elutionsprofil aggregathaltiger mAb Proben von einem Kationenaustauscher ist 
unabhängig von der Verwendung von Natriumchlorid, Kaliumchlorid oder Natriumsulfat zur Elution [136]. 
Natriumchlorid erlaubt den Einsatz von 4 M wässrigen Lösungen. In der Praxis genügen im Regelfall 1-2 M 
konzentrierte Lösungen.  
 
5.4.4. Elektrolyte in der hydrophoben Interaktionschromatographie 
 
Die Löslichkeit der meisten Biopharmazeutika in Natriumchlorid ist vergleichsweise gut. Eine Einordnung 
verschiedener Salze in Bezug auf die Löslichkeit verschiedener Biopharmazeutika kann durch das 
Oberflächenspannungsinkrement vorgenommen werden [123]. Gemäß der „Solvophobic Theory“ ergibt sich 
aus dem Oberflächenspannungsinkrement auch die Retention in der HIC [103]. Dieser Ansatz wurde von 
Staby und Mollerup auf den Aktivitätskoeffizienten von Proteinen in Elektrolytlösungen erweitert. Das 
Modell erlaubt valide Vorhersagen für die Retention von Lysozym in Ammoniumsulfat-Lösungen 
[125][137]. Einen (historisch deutlich älteren) alternativen Ansatz bildet die Hofmeister-Reihe. Die 
Klassifizierung von Salzen im Hinblick auf ihr Potential zur Präzipitation und Denaturierung von Proteinen 
wurde Ende des 19. Jahrhunderts von S. Lewith, einem Schüler Franz Hofmeisters, und später von Franz 
Hofmeister selbst vorgenommen [138]. Die nach Hofmeister benannte Reihe ordnet Kationen und Anionen in 
Reihenfolge der zur Präzipitation erforderlichen Konzentration. Es handelt sich um eine rein empirische 
Einteilung und die Position einzelner Ionen kann für verschiedene Proteine variieren. Eine exemplarische 
Hofmeister-Reihe ist in Tabelle 2 dargestellt [137]. 
 
Tabelle 2: Hofmeister-Reihe für verschiedene Anionen und Kationen. Einige der aufgeführten Ionen, wie zum Beispiel Thiocyanat, 
finden kaum Einsatz in der Biochromatographie.  
 
Anionen PO4
3- SO4
2- CH3COOH
- Cl- Br- NO3
- ClO4
- I- SCN- 
Kationen NH4
+ Rb+ K+ Na+ Cs+ Li+ Mg2
+ Ca2
+ Ba2
+ 
 
Ionen die in vergleichsweise geringer Konzentration zur Protein Präzipitation führen, heißen kosmotrop und 
sind in Tabelle 2 links aufgeführt. Kosmotrope Ionen werden vorzugsweise für die Fällung und Adsorption 
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von Biopharmazeutika an hydrophobe Chromatographiemedien verwendet. Das Standardsalz in der HIC ist 
Ammoniumsulfat in natriumphosphatgepufferter Lösung. Ammoniumsulfat ist gut in wässrigen Puffern 
löslich, hat einen hohen Aussalzungseffekt, eine gute Stabilität und ist kostengünstig [139]. Mittig stehende, 
neutrale Ionen sind beispielsweise Chlorid und Natrium. Neben dem Einsatz in der IEX werden neutrale 
Ionen häufig zur mAb Elution von Protein A Adsorbern eingesetzt. Die erzielten Reinheitsgrade sind meist 
geringfügig höher, als bei Verwendung von kosmotropen Elutionspuffern wie Natriumcitrat [107]. Chaotrope 
Ionen wie Calcium, Magnesium und Iodid haben einsalzende Eigenschaften und führen in hohen 
Konzentrationen zur Denaturierung von Proteinen. Collins konnte unter anderem durch SEC und Jones-Dole 
B Koeffizienten Messungen zeigen, dass kleine Ionen mit hoher Ladungsdichte, wie Sulfat, Phosphat, 
Carboxylat, Natrium und Fluorid stark hydriert werden und demnach kosmotrop wirken. Dementgegen sind 
große, monovalente Ionen mit niedriger Ladungsdichte, wie Ammonium, Chlorid, Kalium und die positiv 
geladenen Seitenketten von Aminosäuren schwach hydriert und agieren chaotrop. Betrachtet man die Ionen 
als Sphären mit zentraler Punktladung, so überwiegen ab einer gewissen Größe die 
Wasserstoffbrückenbindungen gegenüber der Wechselwirkung zwischen Ionen und Wassermolekülen [140]. 
Eine konzeptionelle Erfassung der Abweichungen zwischen den Messdaten von Collins (oder ähnlichen, 
messbaren Größen) und der in Tabelle 2 dargestellten Hofmeister-Reihe existiert bis heute nicht. Individuelle 
Effekte für einzelne, gelöste Proteine steigern die Komplexität noch erheblich. 
 
Neben der Hofmeister-Reihe, die für hohe Salzkonzentrationen gilt, gibt es eine Reverse Hofmeister-Reihe. Sie 
ist für niedrige Ionenkonzentrationen gültig und beruht auf Interaktionen von polarisierbaren Anionen mit 
Proteinen. In Folge wird die Nettoladung von Proteinen gesenkt, wodurch diese eher präzipitieren. In 
Gegenwart von höheren Konzentrationen steigt die Nettoladung durch Co-Interaktion von Kationen und 
weiteren Anionen [141]. 
 
Die Diskrepanz der Hofmeister-Reihe zu der Einordnung verschiedener Salze über deren jeweilige 
Oberflächenspannungsinkremente ist zum Teil erheblich. Magnesiumchlorid beispielsweise hat ein 
Oberflächenspannungsinkrement von 3.15 x 103 dyn g cm-1 mol-1, wohingegen das wesentlich kosmotropere 
Ammoniumsulfat ein Oberflächenspannungsinkrement von 2.16 x 103 dyn g cm-1 mol-1 hat [142]. Ursache des 
verschiedenartigen Verhaltens von Proteinen und Partikeln in Salzlösungen ist die präferentielle Hydratation. 
Kosmotrope Salzionen werden von der unmittelbaren Umgebung der gelösten Moleküle ausgeschlossen, was 
ihre Löslichkeit in Wasser senkt. Chaotrope Salzionen wechselwirken mit den gelösten Molekülen und 
fördern deren Löslichkeit in polarer Umgebung. Bei der Adsorption eines Analyten an einen HIC Adsorber 
werden in Gegenwart von kosmotropen Ionen mehr Wassermoleküle frei [104]. Arakawa und Timasheff 
zeigten, dass das Oberflächenspannungsinkrement zweiwertiger Kationen nicht als Indikator für die 
präferentielle Interaktion herangezogen werden kann, wie es für Natriumsalze möglich ist [143]. In der HIC 
muss weiterhin die präferentielle Interaktion der Ionen mit dem Adsorber berücksichtigt werden [144][137]. 
Bulk-Wassereffekte wurden lange Zeit ebenfalls für Unterschiede zwischen chaotropen und kosmotropen 
Salzen verantwortlich gemacht. Demnach führen kosmotrope Ionen in Lösung zu einer stärkeren 
Strukturierung des Bulk-Wassers, was eine Fällung und das Herauslösen von Biopharmazeutika aus den 
Wasserstrukturen begünstigt. Einige neue Publikationen stellen diesen Effekt jedoch in Frage [145]. 
Spektroskopische Experimente konnte keinen Einfluss auf die Orientierung von Bulk-Wassermolekülen nach 
Zugabe von chaotropen und kosmotropen Salzen nachweisen [146]. 
 
5.4.5. Präferentielle Interaktion von Zwitterionen 
 
Präferentielle Hydratation wird weiterhin für bestimmte Effekte in der Chromatographie mit zwitterionischen 
Elektrolyten verantwortlich gemacht. Folgt einer HIC eine IEX, so ist im Regelfall eine Senkung der 
Leitfähigkeit des feedstreams erforderlich. Dies kann zum Beispiel über einen Diafiltrationsschritt erzielt 
werden. Durch das Umspülen einer HIC Säule in einen glycinhaltigen Puffer nach dem Adsorptionsschritt 
kann die Probenelution durch ein Absenken der Glycinkonzentration herbeigeführt werden [24].  
 
Eine weitere Aminosäure, Arginin, findet vielfältigen Einsatz in der Biochromatographie, insbesondere in der 
Aufreinigung und der Analytik von mAbs. Die Wiederfindung von mAbs und polyklonalen Antikörpern von 
AFC Säulen kann durch einen Argininzusatz gesteigert werden und das eluierte Produkt enthält weniger 
Aggregationsprodukte [147][148]. Der Zusatz von Arginin in der HIC steigert die Wiederfindungsrate des 
Produktes [149]. In der SEC wird Arginin dem Eluenten zugesetzt, um unspezifische Wechselwirkungen mit 
der stationären Phase zu unterbinden [150][151][90].  
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5.4.6. Elektrolyte können die Doppelschichtausbildung unterstützen 
 
Ein weiterer, pufferspezifischer Effekt ist die Ausbildung von Doppelschichten des Adsorbaten auf der 
Oberfläche der stationären Phase. Doppelschichten können durch sehr hohe Konzentrationen der zu 
adsorbierenden Moleküle induziert werden. Solche Adsorptionsisothermen zeigen ein zweites 
Sättigungsplateau. Chen und Cramer fanden eine signifikante Erhöhung der Bindekapazität für große Proteine 
und verschiedene HIC Adsorber nach Überschreiten einer bestimmten Salzkonzentration [152]. Der 
vorgeschlagene Mechanismus beinhaltet die Ausbildung einer Doppelschicht, wie sie auch für BSA und HIC-
Sepharosen unter Überladungsbedingungen vorgeschlagen wird [153].  
 
5.4.7. Dualsalzsysteme und Polysalzsysteme 
 
Die Vorteile der Verwendung von verschiedenen Einzelpuffern zur Proteinbiochromatographie werden seit 
Jahrzehnten genutzt. Das Verhalten von Puffermischungen ist jedoch vergleichsweise unzulänglich 
beschrieben, und dessen Abschätzungen beruhen auf verschiedenen empirischen Vorhersagen [126]. Ein 
Grund dürfte die steigende Komplexität solcher Dual- oder Polysalzsyteme sein, die den Screening Aufwand 
erheblich steigert. Seit einiger Zeit ermöglichen parallelchromatographiegestützte Systeme ein deutlich 
schnelleres Screening. Die Miniaturisierung bis zum 50 µl Säulenmaßstab erfordert eine geringere 
Probenmenge pro Lauf. Gleichzeitig ist der Kostendruck auf Aufreinigungsverfahren von Biopharmazeutika 
gewachsen. Um komplexe Biopharmazeutika einem breiten Patientenkreis zugänglich zu machen, dürfen die 
Kosten für das Gesundheitssystem nicht zu hoch werden. Dies gilt insbesondere für Vakzine, die durch die 
WHO auch in Schwellenländern verteilt werden. Durch die Einführung von Biosimilars, wird dieses Ziel 
adressiert, was den Kostendruck auf die Herstellung des primären Produktes weiter verstärkt. Eine 
Steigerung der Produktivität durch den Einsatz komplexerer Puffersysteme bedeutet daher einen großen 
Vorteil.  
 
Die Entwicklung einer von der Puffersubstanz unabhängigen Analytik für Vakzine, wie sie für mAbs 
Verwendung findet, könnte diese Entwicklung weiter begünstigen.  
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6. Hervorzuhebende Ergebnisse 
 
6.1. Einfluss von dualen Salzgemischen auf hydrophobe Wechselwirkungen 
 
Salze beeinflussen die Oberflächenspannung der flüssigen Phase sowie die elektrische Doppelschicht eines 
gelösten Moleküls. Unterschiede zwischen einzelnen Salzen hinsichtlich ihrer Eigenschaften hydrophobe 
Interaktionen zu unterstützen sind bekannt und in der Literatur beschrieben [138][123][103][140]. 
Einflüsse von dualen Salzgemischen auf hydrophobe Interaktionen sind weniger gut untersucht und fanden 
erst in jüngerer Vergangenheit Beachtung. Die Anwendung miniaturisierter Hochdurchsatz-Verfahren in der 
Chromatographie als bewährter Standard ermöglicht es, die Komplexität eines Versuchsraumes zu erhöhen. 
Die notwendigen Experimente können schneller umgesetzt  und in einigen Fällen durch mathematische 
Modelle (Design of Experiments, DoE) reduziert werden. In einer 2009 von Senczuk et al. veröffentlichten 
Publikation wird die Erhöhung von dynamischen Bindekapazitäten in der HIC durch kosmotrope 
Dualsalzgemische beschrieben [105]. Das vorgeschlagene Konzept beruht auf der Löslichkeitsvermittlung 
durch den Einsatz verschiedener Salze, was eine Erhöhung der Oberflächenspannung in der flüssigen Phase 
zulässt. In der vorliegenden Arbeit wurde die Verwendung von Dualsalzgemischen, bestehend aus 
kosmotropen und chaotropen Salzen, hinsichtlich ihres Einsatzes in der reinen HIC und der hydrophoben IEX 
untersucht. Kapazitäten von rein hydrophoben Medien für mAb werden durch die Verwendung von 
kosmotrop-chaotropen Dualsalzgemischen erhöht [124]. Die durchschnittlich erzielten Kapazitätszuwächse 
sind niedriger als bei  Verwendung von rein kosmotropen Dualsalzgemischen. Die Löslichkeitsvermittlung 
durch das chaotrope Salz dürfte die Bindung an den hydrophoben Adsorber beeinflussen. Ein entscheidendes 
Argument für den Einsatz von kosmotrop-chaotropen Dualsalzgemischen in der HIC ist die Modulierbarkeit 
der Selektivität von HIC Adsorbern. Während rein kosmotrope Dualsalzgemische keinen Einfluss auf die 
Selektivität einer HIC Trennung haben [105], erlaubt die Verwendung von chaotrop-kosmotropen 
Dualsalzgemischen eine Modulation der Selektivität. In Abbildung 10 ist dieser Effekt für die Trennung  
verschiedener Standardproteine auf HIC Adsorbern mit variierender Hydrophobizität dargestellt [154].  
 
 
Abbildung 10: Selektivität von TOYOPEARL Butyl-600M (A), TOYOPEARL Phenyl-600M (B) und TOYOPEARL PPG-600M (C) für 
Cytochrom C (1), Ribonuclease A (2) und Lyoszym (3). Die Trennungen wurden in verschiedenen Adsorptionspuffern realisiert. 1,8 M 
Ammoniumsulfat (___), 1,0 M Ammoniumsulfat + 1,0 M Natriumacetat (…) und 1,0 M Natriumsulfat + 1,0 M Natriumchlorid (---) 
wurden in 100 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 7.0 gelöst. Genehmigter Nachdruck aus [154]. © Tosoh Bioscience GmbH.   
 
 
Hervorzuhebende Ergebnisse   22 
Industriell bedeutsamer ist die Trennung von mAbs und mAb-Aggregaten. Die Auflösung von mAb-
Monomeren, Dimeren und Trimeren in der HIC kann durch die Verwendung von verschiedenen, chaotrop-
kosmotropen Dualsalzgemischen moduliert werden. Die erzielten Effekte sind vergleichsweise weniger 
deutlich, als für die Trennung von Standardproteinen, können in manchen Fällen aber das Unterschreiten des 
kritischen Aggregatgehaltes sicherstellen. Im analytischen Maßstab ist der Effekt verschiedener 
Puffersysteme aufgrund der höheren Auflösung besser zu sehen. Abbildung 11 A zeigt eine Trennung von 
mAb und mAb-Aggregaten in einer natriumphosphatgepufferten Ammoniumsulfat-Lösung. Trennungen in 
Natriumchlorid, Natriumcitrat, sowie einem Gemisch beider Salze sind in Abbildung 11 B dargestellt [155]. 
Chaotrope Salze scheinen eine differenzierte Löslichkeitsvermittlung herbeizuführen. Diese beruht 
wahrscheinlich auf ohnehin vorhandenen Unterschieden der Analyten und führt lediglich zu einer Erhöhung 
der Trennschärfe. Eine Umkehr der Elutionsreihenfolge konnte in den durchgeführten Experimenten nicht 
beobachtet werden. Während kosmotrope Ionen von der Oberfläche von Proteinen ausgeschlossen werden, 
könnten chaotrope Ionen die Löslichkeit von Analyten mit möglichst ähnlicher Größe und Jones-Dole B 
Koeffizienten steigern [140]. Auf dieser Grundlage würden chaotrope Ionen bevorzugt mit kleineren und 
hydrophoberen Analyten präferentiell interagieren und deren Löslichkeit in Wasser vergleichsweise stärker 
steigern. 
 
 
Abbildung 11: Analytische HIC mit TSKgel Butyl-NPR zur Trennung von mAb-Monomeren und mAb-Aggregaten. Die Trennung im 
Ammoniumsulfat-Gradienten (A) erzielt keine Auflösung der monomeren Isoformen 1 und 2 vom Hauptpeak (3). In (B) wurden zur 
Adsorption 3,0 M Natriumchlorid (…), 1 M Natriumcitrat (--) sowie 3,0 M Natriumchlorid + 0,25 M Natriumcitrat (__) in 100 mM 
Natriumphosphat-Puffer, pH 7,0 verwendet. Peak 3 repräsentiert den Hauptanteil der mAb-Monomere. Monomere Isoformen bilden 
wahrscheinlich Peak 1 und 2. Nachfolgende Peaks repräsentieren Aggregate und hydrophobere Varianten. Die Selektivität der Trennung 
verschiebt sich. Zusatz von Natriumcitrat erzielt vergleichsweise schlechtere Auflösungen für Peak 5 und 6, sowie für Peak 2 und 3. Peak 
1 und 2, sowie 4 und 5 werden besser aufgelöst. Abbildung umfasst in [155][156] vorgestellte Daten. 
Pufferbedingte Kapazitätssteigerungen und Selektivitätsänderungen beschränken sich nicht auf rein 
hydrophobe Adsorber. Die Trennung von mAb-Monomeren und mAb-Aggregaten mit hydrophoben 
Kationenaustauschern wird durch elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen erzielt. Die Kapazität 
von TOYOPEARL MX-Trp-650M, einem hydrophoben CEX-Medium, für mAb erhöht sich um bis zu 125 % 
bei Verwendung eines Natriumacetat-Puffers, gegenüber einem Natriumcitrat-Puffer [157]. Die Verwendung 
eines kosmotroperen Puffers unterstützt hydrophobe Wechselwirkungen stärker als Natriumacetat. Die mit 
Natriumcitrat erzielten Kapazitäten für zwei verschiedene mAbs liegen im Bereich von HIC Kapazitäten. Ein 
kleinerer Beitrag von hydrophoben Wechselwirkungen zur Proteinadsorption scheint vorteilhaft für das 
Erreichen hoher Bindekapazitäten zu sein. Neben der Kapazität ist auch die Selektivität des Gels für die mAb-
Aggregatabreicherung in Natriumacetat-Puffer höher, als in Natriumcitrat-Puffer [157]. Die schwachen, 
durch Natriumacetat verursachten hydrophoben Wechselwirkungen sind ausreichend, um die Trennschärfe 
des hydrophoben CEX Adsorbers gegenüber einem schwachen CEX-Medium zu erhöhen. Ein zu starker 
Beitrag hydrophober Wechselwirkungen, wie durch kosmotropere Salze gefördert, führt zu Verlusten der 
Trennschärfe. Die Verwendung verschiedener Puffersysteme mit hydrophoben CEX Adsorbern eröffnet 
Optimierungspotential hinsichtlich des universellen Gebrauchs von hydrophoben Kationenaustauschern. 
MAbs unterscheiden sich stark in ihrer Hydrophobizität. Um eine ausgewogene Kombination von 
hydrophoben und elektrostatischen Wechselwirkungen zu erzielen, können verschiedene hydrophobe 
Kationenaustauscher verwendet werden. Die Liganden der vergleichsweise wenigen kommerzialisierten 
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hydrophoben CEX-Medien unterscheiden sich in ihrer Hydrophobizität. Die geringe Anzahl von zur 
Verfügung stehenden Medien erlaubt keine kontinuierliche Einstellung der Hydrophobizität, wie sie in 
Kombination mit verschiedenen Puffersystemen und Dualsalzsystemen erreicht werden kann. 
 
Hydrophobe Wechselwirkungen tragen auch zur Adsorption in der AFC bei. Die Adsorption und Desorption 
von mAbs an Protein A wird unter anderem durch die Protonierung von Histidingruppen in der 
Bindungsstelle von Protein A beeinflusst [14]. Ein Absenken des pHs der flüssigen Phase führt zur 
Protonierung von Histidin, wodurch der mAb eluiert werden kann. Die Verwendung von 100 mM 
Natriumphosphat-Puffer gegenüber 20 mM Natriumphosphat-Puffer erhöht die dynamische Kapazität von 
TOYOPEARL AF-rProtein A HC-650F (Abbildung 12) [107]. Die funktionelle Gruppe des Harzes ist eine 
hexamere Protein A Untereinheit. Ein solcher Effekt kann mit einem Tetramer-Liganden derselben Protein A 
Untereinheit nicht reproduziert werden. Adsorptionsisothermen mit 2 Sättigungsplateaus unter Verwendung 
von moderaten Natriumphosphat- und hohen mAb-Konzentrationen lassen auf eine Doppelschichtbildung 
schließen. Gleichzeitig führen kosmotrope Elutionspuffer zu einer Verringerung der 
Wirtszellproteinabreicherung.  
 
 
Abbildung 12: Dynamische Bindekapazitäten bei 10 % Durchbruch von TOYOPEARL AF-rProtein A HC-650F (Hexamer) und 
TOYOPEARL AF-rProtein A-650F (Tetramer). Die Darstellung beinhaltet Daten für 5 min Verweilzeit (
ₒ
) und 1 min Verweilzeit (•). 
Kapazitäten wurden in 20 mM (A) und 100 mM (B) Natriumphosphat-Puffer, pH 7,0, gemessen. Die Kapazität von TOYOPEARL AF-
rProtein A HC-650F steigt in 100 mM Natriumphosphat-Puffer für ansteigende mAb-Konzentrationen. Nachdruck aus J Chormatogr B, 
1021, Müller, E.; Vajda, J., Routes to improve binding capacities of affinity resins demonstrated for Protein A chromatography, Seiten 
159-168. © 2016 mit Genehmigung von Elsevier B.V. 
 
6.2. Salze in der Anionenaustauschchromatographie 
 
Salzspezifische Effekte in der IEX sind weniger komplex als in der HIC. Die Elution von Analyten erfolgt 
durch einen stöchiometrischen Austausch von Ladungen. Dennoch wird die Bindung eines Proteins von der 
Wahl des Pufferions beeinflusst. Dies ist der Diffusionsgeschwindigkeit verschiedener Ionen in Lösung und 
deren Bindungsavidität zur stationären Phase geschuldet. Letzteres betrifft vor allem Liganden, deren 
Salztoleranz durch Polyvalenz erzeugt wird. Die dynamische Bindekapazität verschiedere AEX-Medien für 
bovines Serumalbumin ist in Tris/HCl-Puffer entsprechend mehr als doppelt so hoch als in Natriumphosphat-
Puffer (Abbildung 13 A). Von diesem Verhalten abweichende Ergebnisse wurden für Viruspartikel von zwei 
verschiedenen H1N1 Stämmen gefunden. Die Kapazitäten von TOYOPEARL GigaCap Q-650M und 
TOYOPEARL NH2-650F für H1N1v 5258 sind unbeeinflusst oder höher in Natriumphosphat-Bindepuffer 
(Abbildung 13 B). Dieses, gegenüber Proteinen, widersprüchliche Verhalten ist teilweise den 
Größenverhältnissen von Gelpartikeln und Viruspartikeln geschuldet. Proteine sind deutlich kleiner und 
dringen diffusionsgetragen auch in den Porenraum der Partikel ein. Ein langsames Ablösen von Gegenionen 
von der stationären Phase kann dazu führen, dass das Protein, bevor es zur Adsorption kommt, seine 
räumliche Nähe zum Liganden verlässt. Größere Viruspartikel diffundieren langsamer und das Ablösen von 
großen und polyvalenten Gegenionen ist relativ gesehen schneller. Es ist zudem fraglich, ob Viruspartikel 
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aufgrund ihrer Größe Zugang zum Porenraum haben. An der äußeren Oberfläche von Gelpartikeln wird die 
Fortbewegung von gelösten Salzen und Analyten durch Konvektion dominiert.  
 
 
Abbildung 13: Dynamische Bindekapazitäten bei 10 % Durchbruch von TOYOPEARL GigaCap Q-650M und TOYOPEARL NH2-750F 
für BSA (A) und H1N1v 5258 (B). Die Kapazitäten für BSA wurden über die Absorption @280 nm bestimmt, H1N1 Kapazitäten über 
die HA-Aktivität der Durchflussfraktionen. Vergleichsweise höhere Kapazitäten für BSA werden mit TOYOPEARL GigaCap Q-650M 
in Tris/HCl-Puffer (schwarze Balken) erzielt. Für H1N1v 5258 erzielt TOYOPEARL NH2-750F in Natriumphosphat-Puffer 
vergleichsweise höhere Kapazitäten. Veränderte Abbildung aus [158]. Von Elsevier B.V. unter einer CC-BY-NC-ND Lizenz publizierte 
Daten. 
TOYOPEARL NH2-750F hat höhere Kapazitäten als TOYOPEARL GigaCap Q-650M. Dies dürfte zum 
einen durch die Poren- und Partikelgröße bedingt sein, zum anderen durch die Struktur des Liganden. Das 
Polyamin-Gel hat Poren >100 nm, die zum Teil für kleinere Viruspartikel zugänglich sein dürften. Die 
Porengröße des nicht polymermodifizierten Basis Gels, aus dem TOYOPEARL GigaCap Q-650M hergestellt 
wird, beträgt 100 nm. Die durchschnittliche Partikelgröße von TOYOPEARL NH2-750F liegt bei 45 µm, im 
Gegensatz zu 75 µm für TOYOPEARL GigaCap Q-650M. Die äußere Oberfläche von TOYOPEARL NH2-
750F ist vergleichsweise größer. Die Struktur des Polyamin-Liganden dürfte darüber hinaus zu den 
vergleichsweise hohen Kapazitäten beitragen.  
 
Patch-Clamp Experimente mit liposomalen, M2 tragenden Partikeln ergaben eine hohe Affinität für die 
Bindung von hydrophoben Aminen und Polyaminen, wie Spermidin und Putrescin, an den M2 Ionenkanal 
[159]. Dies lässt auf eine Pseudoaffinitätsbindung an TOYOPEARL NH2-750F schließen. Versuche die 
Bindung kompetitiv durch Spermidin zu hemmen, führten zu einem gänzlichen Aktivitätsverlust der 
Viruspartikel, sodass keine Aussage möglich ist. 
 
Die Kapazität beider Gele in Natriumphosphat-Puffer für H1N1v 5258 ist bis zu 6,4-fach höher [158]. 
Insbesondere TOYOPEARL NH2-750F hat eine höhere Kapazität in Natriumphosphat-Puffer. 
Natriumphosphat ist kosmotroper als Tris/HCl und unterstützt zusätzliche hydrophobe Wechselwirkungen. 
Präferentielle Interaktionen mit Natrium- und Phosphationen beeinflussen die elektrische Doppelschicht der 
Viruspartikel, sodass van der Waals Interaktionen zur Adsorption beitragen können. 
 
Die Wiederfindung von Viruspartikeln wird ebenfalls durch die Verwendung von Natriumphosphat-Puffer 
positiv beeinflusst. Hsu et. al wiesen nach, dass Oberflächenbeschichtungen aus hydrophoben Polykationen 
inaktivierend auf Influenza wirken. Die Viruspartikel verlieren ihre sphärische Gestalt, brechen auf und virale 
RNA tritt aus den Partikeln aus [160]. Dieser Mechanismus scheint auch in der Chromatographie mit dem 
hydrophoben Polyamin-Liganden zum Tragen zu kommen. Die Viruspartikel Wiederfindung von diesem Gel 
ist mit Ausnahme der Elution durch polyvalente Puffer, vernachlässigbar. Natriumcitrat und 
Natriumphosphat begünstigen die Wiederfindung. Dieser Effekt dürfte auf der höheren Avidität von Citrat 
und Phosphat beruhen. Eine weitere Steigerung der Viruspartikel Wiederfindung kann durch die Adsorption 
in Natriumphosphat-Puffer gegenüber einer Adsorption in Tris/HCl erzielt werden. Natriumionen besetzen 
in physiologischer Umgebung den M2 Ionenkanal, was zu einer Stabilisierung der Viruspartikel führen 
könnte. Ein Zusammenhang zwischen der vorgeschlagenen Pseudoaffinitätsbindung an TOYOPEARL NH2-
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750F und der Wiederfindung liegt nahe, da die Wiederfindung von TOYOPEARL GigaCap Q-650M von der 
Wahl des Bindepuffers weniger stark beeinträchtigt ist.  
 
Die Wiederfindungen erscheinen durchweg niedrig im Vergleich zu Wiederfindungsraten von typischen AEX 
Schritten zur Aufreinigung von Proteinen. Ebenfalls auffällig ist die hohe Diskrepanz zwischen den einzelnen 
Wiederfindungsraten, die durch SEC und den HA-Assay ermittelt wurden.  Diese Phänomene sowie 
Wiederfindungsraten >100 % werden in Kapitel 6.3, dem Ergebnisteil für die analytische SEC erläutert. 
Vergleichswerte aus der Literatur basieren in den meisten Fällen auf dem HA-Assay. Aus diesem Grund wird 
eine Einordnung der Wiederfindungsraten auf Grundlage der HA-Assay basierenden Wiederfindungsraten 
vorgenommen. Opitz et al. erzielten eine Wiederfindungsrate von 67,6 ± 9,8 % in der Elutionsfraktion von 
Cellufine™ Sulfate, einem Pseudoaffinitätsgel für die Isolierung von Influenzaviruspartikeln aus 
Zellkulturüberstand oder Hühnerei. Die verbleibende Virusaktivität wurde im Durchfluss wiedergefunden 
[69]. Bei einem AEX Schritt zur Reinigung von H1N1 PR/8/34 mit Sepharose Q XL nach SEC konnten >80 
% der Virusaktivität wiedergefunden werden [63]. Nicht-adsorptive Chromatographieschritte erzielen nicht 
notwendigerweise eine höhere Wiederfindung. Ergebnissen von Weigel et al. zur Folge, liegt die HA-
Aktivität von verschiedenen Influenza A und B Viruspartikeln nach DNase-Behandlung und 
Durchflusschromatographie mit DEAE Sepharose FF zwischen 96 % und 99 % [44]. Die Wiederfindung 
eines auf Sepharose 2B basierenden SEC Schrittes für equine Influenzapartikel liegt bei 37,8 % [43]. 
Durchschnittlich 85 % der HA-Aktivität von H1N1 PR/8/34 wurden nach einer präparativen SEC mit 
Sepharose 4FF wiedergefunden [63]. Die im Rahmen dieser Dissertation durchgeführten Experimente 
erzielten Wiederfindungsraten von bis zu 50,0 % für TOYOPEARL NH2-750F und 251,6 % für 
TOYOPEARL GigaCap Q-650M [158]. Unter Berücksichtigung des eigentlichen Zieles, eine Methode zur 
Prozessentwicklung für Viruspartikel zu etablieren und den Einfluss verschiedener Puffer und Elektrolyte auf 
die AEX zu untersuchen, sind die ermittelten Wiederfindungsraten akzeptabel.  
 
Die Abreicherung von Wirtszellproteinen und DNA kann im Kontext der durchgeführten Versuche nur 
vergleichend betrachtet werden. Weitere Schritte zur Prozessoptimierung, wie die Entwicklung eines 
Gradienten und eine größere Skalierung der Säulen sind notwendig, um reelle Trennungen zu erzielen. 
Dennoch zeigt ein Vergleich der DNA-Wiederfindungsraten, dass polyvalente Ionen für die Elution von DNA 
vorteilhaft sind. Dies wirkt sich negativ auf die Reinheit des Viruseluates aus und dürfte durch die größere 
Avidität dieser Ionen bedingt sein. Der Wahl des Bindepuffers kommt nur geringe Bedeutung zu. Die DNA-
Abreicherung durch beide Chromatographieharze in Natriumphosphat-Eluaten liegt unabhängig vom 
Bindepuffer bei 90% [158]. Dementgegen sind die Proteinabreicherungsraten höher für die Adsorption in 
Natriumphosphat-Puffer. Die Kapazität von AEX Harzen für Proteine in Natriumphosphat-Puffer ist 
niedriger als in Tris/HCl-Puffer. Darüber hinaus wurde die Proteinabreicherung mittels analytischer SEC 
bestimmt. Dabei kann nicht zwischen Wirtszellproteinen und Virusfragmenten unterschieden werden. Dies 
unterstützt die Hypothese, dass Natriumphosphat-Puffer zur Stabilität von Viruspartikeln beiträgt. 
 
Entgegen der gängigen Praxis bezüglich der Pufferwahl für die AEX eignet sich Natriumphosphat-Puffer zur 
AEX von Viruspartikeln. Im Hinblick auf ein möglichst wirtschaftliches Verfahren entfällt durch die 
Verwendung von Phosphat-Puffer ein Prozessschritt zum Pufferwechsel, wie zum Beispiel ein 
Diafiltrationsschritt. Kapazität, Reinheit und Wiederfindung sind vergleichsweise robust gegenüber 
Änderungen im getesteten pH Bereich. Die angewendete, miniaturisierte Parallelchromatographie auf einem 
Pipettierroboter erlaubt ein vergleichsweise schnelles Sichten verschiedener Bedingungen und die 
Automatisierung des arbeits- und zeitintensiven HA-Assays. Obwohl dieser Ansatz aus der 
Prozessentwicklung für therapeutische Proteine hinreichend bekannt ist und erfolgreich eingesetzt wird, 
wurde die Anwendung der Methode auf Viruspartikel (nach jetzigem Kenntnisstand) zuvor nicht publiziert. 
Die Stabilität von Viruspartikeln und Erythrozyten gegenüber Scherkräften setzt eine Anpassung des 
Pipettiervorgangs voraus. Unter Berücksichtigung dieser Einschränkung erlaubt die miniaturisierte 
Parallelchromatographie eine erhebliche Steigerung des Durchsatzes bei geringerem Probenverbrauch und 
ermöglicht eine reelle Prozessentwicklung, wie sie für die Aufreinigung von Viruspartikeln (bisher) wenig 
üblich ist.  
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6.3. Analytische Größenausschlusschromatographie 
 
Die effiziente Entwicklung eines Aufreinigungsverfahrens erfordert eine schnelle und zuverlässige, qualitative 
und quantitative Analytik von Ausgangsstoffen und Produkten eines Prozessschrittes. Die SEC, die zu diesem 
Zweck für die Analytik von Proteinen verwendet wird, kann auch zur Analytik von Viruspartikeln 
angewendet werden. Influenzaviruspartikel haben einen durchschnittlichen Durchmesser 100 nm. Die 
Porengröße einer stationären Phase sollte 3-10 mal so groß sein wie ein Analyt [110]. Gemäß dieser 
Annäherung läge die erforderliche Porengröße bei 300-1000 nm. Die Trennung von H1H1v 5258, H1N1 
PR/8/34 und H3N2 Aichi/2/68 von Wirtszellproteinen und anderen Verunreinigungen kann mit TSKgel 
G6000PWxl realisiert werden. Quecksilberporosimetrie ergab eine mittlere Porengröße von 250 nm mit einer 
Verteilung, die sich von 100 - 1000 nm erstreckt [161]. Die Identifikation des Viruspeaks erfolgte durch eine 
für den hochmolekularen Teil fortgeführte Kalibrationskurve für Proteine auf dieser Säule. Das 
Molekulargewicht des Proteinanteils am Virus beträgt 26600 kDa [63][30]. Die Verfügbarkeit ähnlich 
großer, monodisperser Proteine ist stark eingeschränkt. Das Elutionsvolumen aller Viruspartikel beträgt 
(unter den gegebenen Bedingungen) 9 mL. Die in dieser Arbeit verwendeten Laborstämme H1H1 PR/8/34 
und H3N2 Aichi/2/68 wurden beide in embryonierten Hühnereiern vermehrt, H1N1v 5258 in MDBK Zellen. 
Unterschiede ergeben sich auch durch die verschiedenen Inaktivierungsagenzien. Darüber hinaus sind H1N1 
Puerto Rico/8/34 und H3N2 Aichi/2/68 über Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt und 
aufkonzentriert. Die SEC mit TSKgel G6000PWxl zeigt, dass in allen Proben niedermolekulare Substanzen 
enthalten sind. Die nicht vorgereinigte Probe von H1N1v 5258 enthält einen vergleichsweise hohen Anteil an 
niedermolekularen, ultraviolette Strahlung absorbierenden Komponenten. Neben Viruspartikelfragmenten 
dürften auch Wirtszellproteine darunter sein. In einem semi-präparativen Ansatz wurden 1 mL Fraktionen 
der durch SEC getrennten Virusproben gesammelt. Die HA-Aktivität der einzelnen Fraktionen wurde mit 
dem HA-Assay bestimmt. Abbildung 14 stellt die Ergebnisse dar. Die Fraktionen zwischen 8 und 10 mL 
Elutionsvolumen weisen die höchste HA-Aktivität auf, was die Identifikation dieses Peaks durch Kalibration 
bestätigt. Über 50 % der insgesamt widergefundenen HA-Aktivität befinden sich in den Fraktionen, die nach 
10 mL und später eluieren.  
 
Die HA-Aktivität der aufsummierten Fraktionen stimmt gut mit den injizierten HA-Aktivitäten überein. 
Etwaige Verluste von Virusmaterial durch sekundäre Wechselwirkungen sind unter den angewandten 
Bedingungen vernachlässigbar. Von 3.9 log HAU H1N1v 5258 können 4.1 log HAU in den Fraktionen 
wiedergefunden werden. Von PR/8/34 wurden 5.4 log HAU injiziert. Die Aufsummierung der SEC 
Fraktionen ergibt 5.2 log HAU. Für H3N2 Aichi/2/68 ergibt sich eine vergleichsweise größere Differenz in 
der Massenbilanz. Von den applizierten 5.4 log HAU werden 4.8 log HAU wiedergefunden. Die 
Abweichungen der Wiederfindungsraten sind höchstwahrscheinlich durch die Schwankungen des HA-Assays 
und durch dessen diskretes Format bedingt. Aktivitätsverluste können sich auch durch den Verlust der 
Randfraktionen ergeben, deren Aktivität möglicherweise unterhalb des LOD des Assays liegt. Die Ergebnisse 
deuten darauf hin, dass niedrige Ausbeuten in der präparativen SEC von Influenzaviruspartikeln durch eine 
fragmentierte Probe zu Stande kommen können. Die wiedergefundene HA-Aktivität im Viruspeak eines 
präparativen SEC Schrittes für equine Influenzaviren liegt beispielsweise bei 37,4 % [43]. 
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Abbildung 14: SEC Chromatogramme von H1N1v 5258 (A), H1N1 PR/8/34 (B) und H3N2 Aichi/2/68 (C) auf TSKgel G6000PWxl. Die 
HA-Aktivität der gesammelten Fraktionen wird durch die roten Balken dargestellt. Die höchste HA-Aktivität ist jeweils dem 
Virusmonomer, das zwischen 8 und 10 min eluiert, zuzuschreiben. Über 50 % der HA-Aktivität befinden sich in den später eluierenden 
Fraktionen. Veränderte Abbildung aus [161]. 
In Bezug auf die Quantifizierung von Influenzaviruspartikeln durch den HA-Assay erklärt dies 
Wiederfindungsraten >100 % und einen Teil der hohen Schwankungen dieses Assays. Einzelne 
Hemagglutinin Proteine führen nicht zur Quervernetzung mit Erythrozyten. Jedoch verfügen 
Viruspartikelfragmente diesen Ergebnissen zur Folge eine nicht zu vernachlässigende HA-Aktivität. 
Viruspartikelfragmentation erhöht die Anzahl der HA-induzierenden Moleküle. Bei einem stöchiometrischen 
Verhältnis von einem Erythrozyt pro Viruspartikel oder Viruspartikelfragment führt 
Viruspartikelfragmentation zu falsch positiven Ergebnissen. Viruspartikelaggregation könnte zu einer 
Abnahme der HA-Aktivität führen. Solche potentiell falsch negativen HA-Aktivitäten sind als besonders 
kritisch einzustufen. Die Größe eines Pathogens stellt einen Schlüsselreiz für das menschliche Immunsystem 
dar [162], wodurch eine Potenzierung der Immunantwort in Folge der Impfung möglich wäre. Neben der 
Größenverteilung einer Viruspartikelprobe kann die Aktivität der Oberflächenproteine durch verschiedene 
Prozessbedingungen variieren. Inaktivierungsagenzien verändern die HA-Aktivität von Influenza [66]. Die 
Behandlung von H1N1v 5258 mit Triton X-100 führt zu einer Fragmentation der Viruspartikel. Bei 
Anwendung niedriger Konzentrationen des Detergens wird die HA-Aktivität erhöht. Dementgegen führt die 
Inkubation von H1N1v 5258 bei >50 °C  ebenfalls zur Fragmentation und einem Verlust der HA-Aktivität. 
Diese Ergebnisse unterstreichen die Empfehlung der Europäischen Arzneimittel-Agentur EMA, 
Influenzaviruspartikel und Formulierungen auf ihren Aggregatgehalt hin zu untersuchen [163]. Den 
Ergebnissen dieser Arbeit zur Folge ermöglicht SEC eine schnelle und automatisierbare Analytik der 
Größenverteilung von Influenzaviruspartikeln [161].  
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Die angewandten Flussraten in der SEC von Viruspartikeln haben einen wesentlich Einfluss auf die Analytik. 
Proteine, wie zum Beispiel mAbs, diffundieren langsamer als klassische pharmazeutische Wirkstoffe. Da die 
Retention in der SEC auf der Diffusion in der stagnierenden Flüssigphase beruht, profitieren 
größenausschlusschromatographische Proteintrennungen von vergleichsweise niedrigen Flussraten. Aus den 
van Deemter Kurven für mAb-Monomere und mAb-Dimere (Abbildung 15 A & B) ist eine Erhöhung dieser 
Flussratenabhängigkeit für die größeren Dimere ersichtlich. Vor diesem Hintergrund sollten die Flussraten 
zur Trennung von Viruspartikeln noch weiter herabgesetzt werden, da diese aufgrund ihrer Größe eine 
geringere Diffusivität als Proteine haben. Die van Deemter Kurven (Abbildung 15 C) für Viruspartikel auf 
TSKgel G6000PW, TSKgel G6000PWxl und TSKgel G-DNA-PW zeigen ein abweichendes Verhalten 
[112].  
 
 
Abbildung 15: van Deemter Kurven für mAb-Monomer (A), mAb-Dimer (B) und H1N1v Viruspartikel (C). Die Trennungen wurden auf 
verschiedenen Partikelgrößen realisiert: 10 µm (•), 5 µm (
ₒ
), 4 µm (▼), 2 µm (Δ), 17 µm (♦), 13 µm (◊) und 10 µm(x). Geringfügig 
veränderter Graph aus [112]. Von Elsevier B.V. unter einer CC-BY-NC-ND Lizenz publizierte Daten. 
Ähnlich wie die van Deemter Kurven für niedermolekulare Substanzen steigen die Bodenhöhen für sehr 
langsame Flussraten an. Anders als bei niedermolekularen Substanzen kann dieses Verhalten aber nicht auf 
die verhältnismäßig hohe, longitudinale Diffusion zurückgeführt werden. Wahrscheinlicher erscheint eine 
zunehmende Viruspartikelpolydispersität. Die sehr langsamen Flussraten führen zu Analysezeiten über 6 h. 
Das Viruspartikel ist in dieser Zeit Druck und der Raumtemperatur ausgesetzt. Für moderate und hohe 
Flussraten ist der Anstieg der Bodenhöhe, wie er für mAbs und niedermolekulare Substanzen beobachtet 
werden kann, vergleichsweise gering. Ursache hierfür dürfte die Kopplung von Massentransfer und Eddy 
Diffusion sein [114][113]. Für die Analytik von Influenzaviruspartikeln mit diesen Säulen ergibt sich 
dadurch ein von gängigen Annahmen abweichendes Bild. Die Analytik der Influenzaviruspartikel profitiert 
von Flussraten im Bereich von 0.7 – 1.0 mL/min. Demgegenüber sind die theoretischen Bodenhöhen für mAb 
und mAb-Dimere desto niedriger, je langsamer die angewendete Flussrate ist. Dies gilt für TSKgel 
G3000SW, TSKgel G3000SWxl, TSKgel SuperSW3000 und TSKgel UP-SW3000. Alle Säulen zur mAb-
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Analytik haben 25 nm Poren und unterscheiden sich in ihrer Partikelgröße. Ein differenziertes Bild kann 
durch den Vergleich der Trennungen in kinetischen Plots gewonnen werden. Die notwendige Zeit zum 
Erreichen eines theoretischen Bodens kann als Parameter zum Leistungsvergleich verschiedener Säulen 
herangezogen werden. Poppe Plots sind eine Form kinetischer Plots. Poppe Plots für mAb und 
Influenzaviruspartikel sind in Abbildung 16 dargestellt. 
 
 
Abbildung 16: Poppe Plots für mAb-Monomere (A), mAb-Dimere (B) und H1N1v Viruspartikel (C). Poppe Plots sind für jeweils 
verschiedene Partikelgrößen dargestellt: 10 µm (•), 5 µm (
ₒ
), 4 µm (▼), 2 µm (Δ), 17 µm (♦), 13 µm (◊) und 10 µm(x). Veränderter 
Graph aus [112]. Von Elsevier B.V. unter einer CC-BY-NC-ND Lizenz publizierte Daten. 
Ein wichtiger, in den Poppe Plots ersichtlicher Aspekt bei der SEC von verschiedenen Biopharmazeutika ist, 
dass die Größe des Analyten die optimale Partikelgröße beeinflusst [112]. MAbs haben eine durchschnittliche 
Größe von 5 nm. Die maximale Bodenzahl für mAb-Monomere nimmt mit abnehmender Partikelgröße bis hin 
zu 2 µm Partikeln zu. Bei den größeren mAb-Dimeren wird die Bodenzahl durch die Verwendung von 2 µm 
Partikeln anstatt von 4 µm Partikeln kaum positiv beeinflusst. Ein weiterer Anstieg der Partikelgröße auf 5 
oder 10 µm führt jedoch zu einem Abfall der Bodenzahlen. Dieser Trend wird durch die Viruspartikel 
fortgesetzt. Die erreichten Bodenzahlen von 10 µm und 13 µm Partikeln sind nahezu gleich. 17 µm Partikel 
führen zu einer niedrigeren Bodenzahl. 
 
Neben der Bodenhöhe ist die Auflösung ein wichtiger Parameter zur Abschätzung der Trennleistung einer 
Säule. In der Biochromatographie kommt der Auflösung eine ebenso wichtige Rolle zu, wie der Bodenzahl. Die 
Verlässlichkeit und Genauigkeit einer Aggregatanalytik und Produktquantifizierung beruht auf der 
vollständigen Auflösung des Zielpeaks von anderen Peaks. Die Auflösung von mAbs und mAb-Aggregaten, 
sowie die Auflösung von Viruspartikeln und niedermolekularen Komponenten verändern sich in Abhängigkeit 
vom Fluss. Die zum Erreichen eines theoretischen Bodens notwendige Zeit korreliert nichtlinear mit der 
Auflösung [112]. 
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7. Ausblick 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss chaotrop-kosmotroper Dualsalzgemische auf hydrophobe 
Wechselwirkungen zur Biochromatographie untersucht. Hydrophobe Wechselwirkungen spielen nicht nur in 
der HIC, sondern auch in der MXC mit hydrophoben Kationenaustauschern und in der AFC eine Rolle. In den 
beiden letztgenannten Modi wurde verschiedenen Elektrolyten bisher wenig Bedeutung beigemessen. Die 
Kapazität und Selektivität aller genannten Modi kann unter Beachtung des verwendeten Puffers gesteigert 
und moduliert werden. Verantwortlich ist die differenzierte Löslichkeitsvermittlung. Eine Berücksichtigung 
von pufferspezifischen Effekten in der Entwicklung von AFC und MXC könnte die Produktivität zukünftiger 
Aufreinigungsprozesse erheblich steigern. In Ermangelung einer systematischen Beschreibung für 
dualsalzinduzierte Effekte könnten diese auf Grundlage empirischer Experimente zum Einsatz kommen. Dies 
ist für Aufreinigungsprobleme sinnvoll, die anderweitig nicht gelöst werden können. In solchen Fällen kann 
miniaturisierte Parallelchromatographie einen wertvollen Beitrag dazu leisten, die Prozessentwicklungsdauer 
möglichst gering zu halten. 
 
Die Nutzung  miniaturisierter Parallelchromatographie und der zugehörigen Laborinfrastruktur zur  
Entwicklung von Aufreinigungsprozessen für auf ganzen Viruspartikeln basierende Vakzine dürfte das 
Prozessverständnis weiter vorantreiben. Aus der Proteinchromatographie bekannte Effekte verschiedener 
Puffersystem können dabei nicht ohne weiteres übernommen und angewendet werden. Um die 
Pseudoaffinitätsbindung von Influenza A Viruspartikeln an TOYOPEARL NH2-750F genauer zu 
untersuchen, sollten weitere Virusstämme hinzugezogen werden. Aufgrund der weiten Verbreitung von 
Viroporinen könnten auch andere Viren über eine Pseudoaffinitätschromatographie mit TOYOPEARL NH2-
750F oder strukturverwandten Liganden aufgereinigt werden. Einflüsse durch verschiedene 
Inaktivierungsmethoden, und die dabei eingeführten Veränderungen der viralen Oberflächenproteine, sollten 
untersucht werden. Versuche bezüglich der Universalität von durch polyvalente Ionen vermittelten Effekten 
können zu einer weiteren Differenzierung des Verhaltens von Viruspartikeln in der Chromatographie 
beitragen. Die Entwicklung von Plattformverfahren setzt ein breiteres Verständnis für das Verhalten von 
Viruspartikeln in der Chromatographie voraus. 
Ein zusätzlicher Aspekt ergibt sich aus der Notwendigkeit der Virusabreicherung in 
Proteinaufreinigungsprozessen. Die vorgeschlagene Pseudoaffinität des Polyamin-Liganden könnten zur 
Abreicherung behüllter Viren genutzt werden. 
 
SEC ermöglicht eine schnelle und automatisierbare Analytik in der Entwicklung von Aufreinigungsschritten 
für Influenzaviruspartikel. Im Vergleich zum gängigen HA-Assay wird SEC weniger durch Interferenzen von 
verschiedenen Elektrolyten beeinflusst. Trotzdem sollte die SEC mit aktivitätsbasierten Assays kombiniert 
werden, um eine vollständige Aussage über den Viruspartikelgehalt und dessen Aktivität treffen zu können. 
Die Anwendbarkeit auf weitere Viruspartikel bleibt zu überprüfen.  
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8.2. Abbildungsverzeichnis 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung eines IgG1. Leichte und schwere Kette, sowie die beiden schweren 
Ketten sind über Disulfidbrücken miteinander verbunden. ...................................................................................... 1 
Abbildung 2: Murines, chimäres, humanisiertes und humanes IgG. Der murine Proteinanteil ist grau 
eingefärbt, der Humane blau. MAbs aus diesen vier Kategorien beinhalten die dargestellten Endungen in 
ihrem Namen. Der Handelsname kann von diesem Muster abweichen................................................................. 2 
Abbildung 3: Flussschema eines mAb Produktionsprozesses. Nach der Fermentation im Bioreaktor wird der 
mAb geerntet. Nach Klärfiltration und Zentrifugation wird ein Großteil der Verunreinigungen durch 
Protein A Chormatographie abgetrennt. Bei einem Standardplattform-Prozess folgen zwei weitere 
Chromatographieschritte zur weiteren Reinigung. Insbesondere die Abreicherung von 
produktabgeleiteten Kontaminanten, die einen Fc-Teil enthalten, obliegt diesen Schritten. Grafik wurde 
erstellt mit SuperPro Designer®, Itelligen Inc. [13]. ©2014 BioProcess International, genehmigter 
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Abbildung 4: Influenza A Viruspartikel. Die Oberflächenproteine Hämagglutinin und Neuraminidase sind in 
der Lipidhülle verankert, die von innen mit dem Matrixprotein M1 ausgekleidet ist. Der Ionenkanal M2 
ist ein Transmembranprotein. Die Polymerase Proteine PA, PB1 und PB2 sitzen endständig auf den acht 
Einzelstrang RNA Segmenten, die mit Nucleoproteinen besetzt sind. ................................................................. 4 
Abbildung 5: Replikation eines Influenza A Virus. (1) Das Virus dockt über Hemagglutinin an die Zelle an und 
(2) wird endosomal aufgenommen. (3) Auf dem Weg zum Lysosom wird das Vesikel angesäuert, die 
Membranen fusionieren und (4) die virale RNA gelangt über das Zytosol in den Nukleus. (5) Nach der 
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translatiert. (7) Die viralen Polymerasen und das Nucleoprotein werden zytosolisch translatiert und 
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Biophysica Acta, 1838(4), Mair et al., Receptor binding and pH stability — How influenza A virus 
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Abbildung 6: Schematische Darstellung eines konventionellen Produktionsprozesses für ganze 
Influenzaviruspartikel zur Vakzinherstellung. Die Viruspartikel werden in sterilen, embryonierten 
Hühnereiern vermehrt. Der Dichtegradientenzentrifugation zur Aufreinigung folgen Inaktivierung und 
Filtration. Abbildung wurde erstellt mit SuperPro Designer®, Itelligen Inc. .................................................... 7 
Abbildung 7: Vereinfachtes Flussschema eines Produktionsprozessen für auf ganzen Influenzaviruspartikeln 
basierte und in Zellkultur vermehrte Vakzine. Die Produktion in Säugetierzellen erfordert Anpassungen 
der Aufreinigungsschritte. Abbildung in Anlehnung an [52][60], erstellt mit SuperPro Designer®, 
Itelligen Inc. .......................................................................................................................................................................... 8 
Abbildung 8: Schematische Darstellung verschiedener Chromatographiemodi von links nach rechts: SEC, 
IEX, HIC und Protein A AFC. Rot markierte Analyten erfahren eine geringere Retention als blau 
markierte Analyten. .......................................................................................................................................................... 10 
Abbildung 9: Schematische Darstellung eines netto negativ geladenen Zentralions in einer Salzlösung. Das 
Zentralion ist von einer primären Schicht von Gegenionen umgeben (Stern-Schicht). Um diese liegt eine 
diffuse Schicht von Kationen und Anionen, die mit dem Zentralion wandern und die von Bulk-Wasser 
und gelösten Ionen umgeben ist. ................................................................................................................................... 16 
Abbildung 10: Selektivität von TOYOPEARL Butyl-600M (A), TOYOPEARL Phenyl-600M (B) und 
TOYOPEARL PPG-600M (C) für Cytochrom C (1), Ribonuclease A (2) und Lyoszym (3). Die 
Trennungen wurden in verschiedenen Adsorptionspuffern realisiert. 1,8 M Ammoniumsulfat (___), 1,0 M 
Ammoniumsulfat + 1,0 M Natriumacetat (…) und 1,0 M Natriumsulfat + 1,0 M Natriumchlorid (---) 
wurden in 100 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 7.0 gelöst. Genehmigter Nachdruck aus [151]. © 
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Abbildung 11: Analytische HIC mit TSKgel Butyl-NPR zur Trennung von mAb-Monomeren und mAb-
Aggregaten. Die Trennung im Ammoniumsulfat-Gradienten (A) erzielt keine Auflösung der monomeren 
Isoformen 1 und 2 vom Hauptpeak (3). In (B) wurden zur Adsorption 3,0 M Natriumchlorid (…), 1 M 
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vergleichsweise schlechtere Auflösungen für Peak 5 und 6, sowie für Peak 2 und 3. Peak 1 und 2, sowie 4 
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Abbildung 12: Dynamische Bindekapazitäten bei 10 % Durchbruch von TOYOPEARL AF-rProtein A HC-
650F (Hexamer) und TOYOPEARL AF-rProtein A-650F (Tetramer). Die Darstellung beinhaltet Daten 
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Veränderte Abbildung aus [158]. ................................................................................................................................. 27 
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8.3. Abkürzungsverzeichnis 
 
A. Eddy Diffusion 
AC. Kopplungsterm Eddy Diffusion und Massentransfer 
Widerstand 
ADLVO. Konstante zur Beschreibung der potentiellen 
Energie nach der DLVO Theorie 
AEX. anion exchange chromatography, 
Anionenaustausch Chromatographie 
AFC. affinity chromatography, 
Affinitätschromatographie 
B. longitudinale Diffusion 
BDLVO. Konstante zur Beschreibung der potentiellen 
Energie nach der DLVO Theorie 
c. Konzentration 
C. Massentransfer Widerstand 
CD. Cluster of Differentiation, Unterscheidungsgruppe 
CDR. complimentary determining region, 
Komplementaritäts bestimmende Region 
CEX. cation exchange chromatography, 
Kationenaustauschchromatographie 
CHO. Chinese Hamster Ovary, Ovarien des 
chinesischen Hamsters 
D. Diffusionskoeffizient 
DLVO. Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek 
DNA. deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsäure 
DoE. Design of Experiments 
dp. Partikelgröße 
e. Elementarladung 
E. intrinsische Aussalzungskonstante 
ELISA. enzyme linked immunosorbent assay, 
enzymgekoppelter Immunosorptions-Nachweis 
EMA. European Medicines Agency, Europäische 
Arzneimittel-Agentur 
Epot. potentielle Energie 
F. Protein Dipolmoment 
Fc. crystallizable fragment, kristallisierbares Fragment 
ɣ. Oberflächenspannung 
H. Hemagglutinin 
HA. Hemagglutination 
HIC. hydrophobic interaction chromatography, 
Hydrophobe Interaktionschromatographie 
HI-Virus. human immunodefficiency virus, humanes 
Immundefizienz-Virus 
HPLC. high pressure liquid chromatography, 
Hochdruckflüssigchromatographie 
Ht. theoretische Bodenhöhe 
I. Ionenstärke 
IEX. ion exchange chromatography, 
Ionenaustauschchromatographie 
Ig. Immunglobulin 
k‘. Retentionsfaktor 
KD. Verteilungskoeffizient 
L. Löslichkeit eines Proteins 
L0. Löslichkeit eines Proteins in Wasser 
LOQ. limit of quantification, Quantifizierungsgrenze 
mAb. monoclonal antibody, monoklonaler Antikörper 
MDBK. Madin-Darby Bovine Kidney, Madin Darby 
Rinder Niere 
MDCK. Madin-Darby Canine Kidney, Madin-Darby 
Kaninchenniere 
MXC. mixed mode chromatography, Mixed Mode 
Chromatographie 
N. Bodenzahl 
NA. Avogadro-Konstante 
pH. potentia hydrogenii 
q. Punktladung 
r. Entfernung 
RAM. restricted access media, Medien mit 
eingeschränktem Zugang 
rD. Dicke der elektrischen Doppelschicht 
RNA. Ribonukleinsäure 
rrad. Partikelradius 
Rs. Auflösung 
s. Abstand zweier Partikeloberflächen voneinander 
SEC. size exclusion chromatography, 
Größenausschlusschromatographie 
SMB. Siumulated Moving Bed 
SRID. single radial immunodiffusion, einfache radiale 
Immunodiffusion 
T. Temperatur 
TNF. Tumor Nekrose Faktor 
Tris. Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
u. volumetrische Flussrate 
VR. Elutionsvolumen 
WB. Peakbreite auf halber Höhe 
WHO. World Health Organization, 
Weltgesundheitsorganisation 
z. Valenz 
α±. Ionenaktivität 
δ. Debye-Länge 
ΔG. Gibbs'sche Enthalpie 
ΔHA. Adsorptionsenthalpie 
ΔS. Entropie 
ε0. Permittivität des Vakuums, auch: elektrische 
Feldkonstante oder Dieelektrizitätskonstante des 
Vakuums 
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